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Zusammenfassung
Eine spezifische Chromosomenabnormalität, das Philadelphia-Chromosom mit dem
Fusionsgen BCR-ABL1 ist bei der Mehrheit aller Patienten mit chronischer myeloischer
Leukämie (CML) vorhanden. Der aktuelle Goldstandard für die Diagnose und das The-
rapiemanagement der CML ist der Nachweis und die quantitative Überwachung des
BCR-ABL1 -Fusionstranskriptes im Blut mittels RT-qPCR, bisher ohne die Differenzie-
rung der verschiedenen BCR-ABL1 -Fusionsvarianten. Durch die lebenslange Therapie
mit Tyrosinkinaseinhibitoren wird die CML zu einer chronischen Erkrankung und somit
ist ein ständiges molekulares Therapiemonitoring notwendig, um das Therapieanspre-
chen, d.h. das Erreichen der molekularen Remission, zu kontrollieren. Unter molekularer
Remission versteht man die Reduktion der Leukämiezellen um mindestens den Faktor
1000.
Gegenüber manuell durchgeführten CML-Assays hat ein vollautomatisierter Lab-on-a-
Chip (LoC)-basierter CML-Nachweis den Vorteil, dass kein molekularbiologisches Fach-
wissen notwendig ist und der Assay somit auch in kleineren Laboren oder sogar in
Hausarztpraxen durchgeführt werden kann.
Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von LoC-kompatiblen Protokollen zum einen
für die RNA-Extraktion aus Vollblut und zum anderen für die nachfolgende RT-qPCR
zum differentiellen und quantitativen Nachweis der zwei häufigsten CML-Fusionsvarianten,
e13a2 und e14a2, sowie des Kontrollgens ABL1. Anschließend sollte das gesamte Nach-
weisverfahren, von der Probenvorbereitung bis zur Quantifizierung der Tumormarker, in
ein LoC-System integriert werden. Abschließend sollte der entwickelte CML-LoC-Assay
im Vergleich zu einer manuell durchgeführten Referenz mit Hilfe von klinischem Proben-
material evaluiert werden.
Im ersten Teil wurden verschiedene LoC-kompatible RNA-Extraktionsprotokolle eta-
bliert: Silika-basierte vs. Oligo(dT)-basierte Aufreinigungsstrategien, sowie die Proben-
vorbereitung mittels selektiver Blutlyse vs. Gesamtblutlyse. Die (m)RNA-Ausbeuten
aus Vollblut der drei in dieser Arbeit etablierten Extraktionsprotokolle waren mit ca.
70–200% vergleichbar oder höher als die des jeweiligen kommerziell verfügbaren Re-
ferenzkits, wobei die Silika-basierte RNA-Extraktion mit selektiver Blutlyse als bestes
Verfahren für die LoC-Integration identifiziert wurde (ca. 200% im Vergleich zur Refe-
renz).
Im zweiten Teil wurde ein hochspezifischer und hochsensitiver RT-qPCR-Assay (Single-
plex- und Triplex-Ansatz) für den quantitativen Nachweis und die Differenzierung der
BCR-ABL1 -Fusionsvarianten e13a2 und e14a2 entwickelt. Die Nachweisgrenze des CML
RT-qPCR-Assays lag auf DNA-Ebene bei < 10 DNA-Kopien für e13a2 bzw. e14a2 und
auf RNA-Ebene bei einer positiven Leukämiezelle vor einem Hintergrund von 105 ne-
gativen Zellen. Des Weiteren konnte erfolgreich gezeigt werden, dass alle Primer und
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Sonden in eingetrockneter Form gelagert werden können und ein geeignetes RT-qPCR-
Lyophilisat identifiziert werden konnte. Beides sind Voraussetzungen für die Integration
und Vorlagerung im LoC-System.
Im dritten Teil der Arbeit wurden die einzelnen etablierten Protokolle erfolgreich in
das LoC-System integriert, charakterisiert und optimiert. Für die Silika-basierte RNA-
Extraktion in der LoC-Kartusche mit selektiver Blutlyse konnte eine RNA-Ausbeute von
ca. 40–70% im Vergleich zum Referenzkit (Qiagen) erzielt werden. Die Triplex-RT-qPCR
(mit lyophilisiertem Mastermix) konnte erfolgreich in der LoC-Kartusche etabliert wer-
den. Derzeit noch beobachtete Verluste bezüglich der Sensitivität bzw. PCR-Effizienz im
Vergleich zur manuellen Durchführung im qPCR-Cycler müssen in Folgearbeiten weiter
adressiert werden.
Im letzten Teil der Arbeit wurde das erfolgreiche Proof-of-Principle eines automatisierten
CML-Nachweises, von der Silika-basierten RNA-Extraktion aus Vollblut mit selektiver
Blutlyse bis zur Triplex-RT-qPCR, gezeigt. Durch die Evaluierung mit den klinischen
Realproben konnte gezeigt werden, dass der etablierte CML-LoC-Assay erfolgreich zur
differentiellen Diagnose einer CML eingesetzt werden kann, da hier durch die erhöhte
Leukozytenzahl vor Therapiebeginn die Transkriptmenge an BCR-ABL1 ausreichend
hoch ist. Für den Einsatz im Monitoring sollte in Folgearbeiten die Sensitivität des LoC-
Assays weiter optimiert und eine technische Erweiterung zur Quantifizierung implemen-
tiert werden, um das BCR-ABL1 -Transkriptlevel während der Therapie quantitativ zu
überwachen bis mindestens ein Stadium der molekularen Remission (= ca. eine positive
Leukämiezelle in 105 negativen Zellen) erreicht wurde [1, 2].
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit ein LoC-kompatibler CML-Assay
entwickelt und in das LoC-System der Robert Bosch GmbH integriert werden.
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Abstract
A specific chromosomal abnormality, the Philadelphia chromosome with the BCR-
ABL1 fusion gene, is present in the majority of patients with chronic myeloid leukemia
(CML). Current state-of-the-art methodology for CML diagnosis and therapy mana-
gement includes the detection and monitoring of BCR-ABL1 fusion gene variants in
blood by RT-qPCR, so far without their differentiation. Because of the life-long therapy
with tyrosinekinase inhibitors, CML becomes a chronic disease and therefore a constant
molecular therapy monitoring is needed in order to control the effectivity of therapy
response, i.e. reaching molecular remission. By molecular remssion a reduction of the
leukemia cells of a minimum factor of 1000 is understood.
In contrast to a manually processed assay, the advantages of lab-on-a-chip (LoC) systems
are the high automation grade and the ease-of-use, which facilitate direct sample testing
in small laboratories or even physician’s offices.
The aim of this work was to develop LoC-compatible protocols on the one hand for
RNA-extraction from whole blood and on the other hand for the following RT-qPCR
to differentiate and quantify the most frequent two BCR-ABL1 fusion variants, e13a2
and e14a2, as well as the control gene ABL1. Subsequently, these protocols should be
integrated into a LoC system. Finally the established CML LoC-assay had to be evalua-
ted with clinically characterized sample material in comparison to a manually performed
reference assay.
In the first part of this work, the following LoC-compatible RNA extraction protocols
were established and compared: silica-based vs. oligo(dT)-based RNA-extraction and
sample preparation via selective blood lysis vs. whole blood lysis. All three established
protocols showed with 70–200% a comparable or higher efficacy than the respective
commercially available reference kit, whereas the silica-based RNA-extraction protocol
with selective lysis was identified as the most suited protocol for LoC-integration (200%
compared to reference kit).
In the second part of this work, a highly specific and sensitive RT-qPCR assay (singleplex
and triplex format) for the quantitative detection and differentiation of the BCR-ABL1
fusion variants e13a2 and e14a2 was established. The limit of detection (LoD) of the CML
RT-qPCR assay was <10 DNA copies (e13a2, e14a2) on DNA level and one positive leu-
kemia cell in front of a background of 105 negative cells on the RNA transcript level. It
was successfully shown that all used primers and probes can be stored in an air-dried
form and a suitable lyophilized RT-qPCR Mix was identified. Both are prerequisites for
the integration and long-term storage of these components in the LoC cartridge.
In the third part of this work, the LoC-compatible protocols of RNA-extraction and RT-
qPCR were successfully integrated into the LoC-System, and subsequently characterized
and optimized. The established LoC-compatible RNA extraction showed a RNA yield
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of about 40–70% compared to the Qiagen reference kit. The triplex RT-qPCR for CML
with real-time detection was integrated successfully into the LoC cartridge as well. The
so far observed decreased sensitivity of the triplex RT-qPCR in the LoC sytsem needs
to be addressed in follow-up studies.
Finally, the successful proof-of-principle of the fully automated CML assay from silica-
based RNA extraction from whole blood with selective blood lysis to triplex RT-qPCR
was shown. By evaluation with patient samples, it was shown, that the established LoC-
assay can be used for differential diagnosis, because of the increased number of leukocytes
before therapy, the transcript level of BCR-ABL1 is high enough. For its use in CML
monitoring, an optimization regarding sensitivity of the LoC assay and a technical LoC-
extension for quantification should be addressed in further works in order to monitor
quantitatively the BCR-ABL1 level during therapy until the major molecular response
(= one positive leukemia cell in 105 negative cells) has been reached [1, 2].
In sum, a LoC-compatible CML assay was developed and integrated into the LoC-
platform of the Robert Bosch GmbH.
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1 Einleitung
Die molekulare Diagnostik ist ein Gebiet der Labormedizin, welches molekularbiolo-
gische Methoden zum Nachweis von Biomarkern auf DNA-, RNA- oder Proteinebene
einsetzt (siehe Abbildung 1.1). In den letzten Jahrzehnten entwickelte sich die molekula-
re Diagnostik rasant, da durch die Identifikation verschiedenster Biomarker (DNA, RNA
oder Proteine) die Diagnose von verschiedenen Krankheiten beschleunigt und die The-
rapie zielgerichteter eingesetzt sowie individuell angepasst werden konnte und kann. Die
Einsatzgebiete der molekularen Diagnostik sind daher vielfältig und umfassen beispiels-
weise den Nachweis von Infektionskrankheiten und Krebserkrankungen, die Patienten-
stratifizierung oder das Therapiemonitoring. Durch die steigenden Einsatzmöglichkeiten
nimmt der Grad der Automatisierung im Bereich der molekularen Labordiagnostik ste-
tig zu, denn die steigende Zahl der Patienten, die immer komplexer werdende Analytik
und der Wunsch einer möglichst zeitnahen und schnellen Ergebnisübermittlung führen
zu dem Bedarf, die Diagnostik nicht mehr nur in Zentrallaboren stattfinden zu lassen.
Um diese Anforderung zu lösen, wurden in den letzten Jahren vermehrt automatisierte
Lösungen, z.B. Lab-on-a-Chip (LoC)-Systeme, entwickelt, um Patientenproben standar-
disiert direkt vor Ort am Point-of-Care (PoC), z.B. im Krankenhaus, in Arztpraxen oder
Apotheken, zu analysieren. Durch die Automatisierung und Miniaturisierung der Testab-
läufe ist dabei kein Fachpersonal und keine spezielle Laborinfrastruktur mehr notwendig.
Zusätzlichen können in den LoC-Systemen komplexe, molekulare Assays durchgeführt
werden, welche es ermöglichen, mehrere Informationen zeitgleich aus einer Patientenpro-
be zu erhalten.
Abbildung 1.1: Schematischer Ablauf der molekularen Diagnostik. Aus unterschiedli-
chem Probenmaterial (Sputum, Blut, Urin, etc.) werden durch Zellauf-
schluss die verschiedenen Biomarker auf DNA-, RNA- oder Protein-
ebene freigesetzt und anschließend aus dem Zelllysat extrahiert. Zu-
letzt erfolgt der spezifische, molekulare Nachweis der Biomarker. Die
Abbildung wurde modifiziert nach [3].
1 Einleitung
1.1 Grundlagen der Nukleinsäureanalytik in der molekularen
Diagnostik
Die Methoden in der Nukleinsäureanalytik etablierten sich in den letzten dreiein-
halb Jahrzehnten und prägten so die Molekularbiologie bezüglich ihrer Anwendungs-
felder und Sensitivität/Spezifität. Standardmethoden der Molekularbiologie, wie Blot-
ting-Methoden, Silika-basierte Aufreinigung, Polymerasekettenreaktion (PCR) oder Se-
quenzierung, werden heute in vielen Bereichen eingesetzt, z. B. in der Infektionsdiagno-
stik, Genetik, Onkologie, dem Therapiemanagement/Point-of-Care, der Forensik und
Umweltanalytik [4]. Die rasante Entwicklung der Nukleinsäureanalytik im Bereich der
molekularen Diagnostik ist maßgeblich auf die Entdeckung der PCR zurückzuführen.
Diese ist in verschiedenste Verfahrensabläufe integriert und nicht mehr aus der Mole-
kularbiologie wegzudenken. Durch die PCR wurde es ermöglicht, kleinste Mengen an
DNA zu amplifizieren und verschiedenste Nachweise auf genetischer Ebene durchzu-
führen. Eine wichtige Voraussetzung für den erfolgreichen Nukleinsäurenachweis mittels
PCR ist die Inhibitor-freie Extraktion und Aufkonzentrierung von Nukleinsäuren aus
dem Probenmaterial [4]. Beide Methoden, die Extraktion und die sich anschließenden
Nukleinsäurenachweise, werden in den folgenden Kapiteln eingeführt.
1.1.1 Isolierung, Aufreinigung und Konzentrierung von Nukleinsäuren
Grundvoraussetzung für eine erfolgreiche Nukleinsäureanalytik (v.a. für die PCR) ist
die sorgfältige Isolierung, Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Nukleinsäure (DNA
oder RNA) aus dem Probenmaterial [4]. Durch eine unsaubere Isolierung der Nukle-
insäuren können nachfolgende Experimente z.B. durch Kontamination mit Nukleasen,
Salzen, Proteinen oder anderen Inhibitoren beeinträchtigt werden. Auf die experimen-
telle Fragestellung angepasste Aufreinigungsprotokolle, je nach Ausgangsmaterial und
zu isolierender Nukleinsäure (genomische DNA, Plasmide oder RNA), sind daher er-
forderlich. Auch die Reinheit der extrahierten Nukleinsäure kann entscheidend für das
Gelingen der nachfolgenden Nachweismethode sein (hochrein oder krudes Lysat) [5]. Im
Bereich der Diagnostik haben sich automatisierte high-throughput Verfahren, wie z.B.
das Cobas AmpliPrep System oder das MagnaPure System (beides Geräte der Firma
Roche), etabliert, da diese eine schnelle, simultane Isolierung von Nukleinsäuren aus
mehreren Patientenproben gewährleisten. Für die Automatisierung müssen die manuel-
len Protokolle an die technischen Vorgaben/Anforderungen der Automation angepasst
werden [4].
DNA und RNA können durch eine Vielzahl an Methoden und Protokollen isoliert wer-
den. Die häufigsten Methoden zur Isolierung, Aufreinigung und Aufkonzentrierung von
RNA sollen im Folgenden beschrieben werden. Generell ist bei allen Arbeiten mit RNA
ein hohes Maß an Reinheit erforderlich, da RNasen ubiquitär vorkommen und sehr sta-
bil sind (z.B. gegenüber Hitze, keine Cofaktoren erforderlich). Daher sind ein sauberer
Arbeitsplatz und hochreine Reagenzien eine Voraussetzung [5, 6].
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Saure Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion (Trizol Extraktion)
Entwickelt von Chomczynski und Sacci [7] stellt die Guanidiniumthiocyanat (GuSCN)-
Phenol-Chloroform Extraktion von Gesamt-RNA den Goldstandard zur Isolierung von
hochreiner und hochqualitativer RNA aus den verschiedensten Ausgangsmaterialien dar.
Diese Methode eignet sich zudem zur sequentiellen Aufreinigung von RNA, DNA und
Proteinen aus derselben Probe. Das Prinzip der sauren GuSCN-Phenol-Chloroform Ex-
traktion beruht auf einer Phasenseparation. Die RNA wird durch Lyse der Zellen mit
dem chaotropen Salz Guanidiniumthiocyanat freigesetzt. Durch die Zugabe von Chlo-
roform wird die Trennung der wässrigen und organischen Phase erzielt. Unter sauren
Bedingungen verbleibt dabei RNA in der wässrigen Phasen, wohingegen DNA und Pro-
teine in der organischen Phase bleiben. DNA akkumuliert sich dabei vor allem in einer
Interphase zwischen der wässrigen (oberen) Phase und der organischen (unteren) Pha-
se (siehe Abbildung 1.2 A)). Durch Abnehmen der oberen wässrigen Phase kann RNA
durch Präzipitation mit Isopropanol isoliert und aufkonzentriert werden. Bei geringen
Mengen an RNA können zur Förderung der Präzipitation so genannte Co-Präzipitatoren
oder Carrier, wie Glycogen oder tRNA, hinzugegeben werden. Diese fallen in Isopropanol
ebenfalls aus und fällen so die geringen Mengen an RNA mit. Mischungen von Phenol-
GuSCN sind mittlerweile kommerziell erhältlich (z.B. Trizol Reagenz) und gegenüber
dem ursprünglichen Protokoll optimiert [5, 6].
Silika-Technologie
Eine weitere, häufig eingesetzte Methode zur Aufreinigung von Gesamt-RNA bildet die
Silika-Technologie. Dabei kommen Silika-Filter in Spinsäulchen oder Silika-beschichtete
Beads zum Einsatz. Das Prinzip der Silika-Technologie beruht auf der Bindung von
negativ-geladener RNA (oder auch DNA) an die Silanolgruppen des Filters unter An-
wesenheiten von hohen, chaotropen Salzkonzentrationen, z.B. Guanidiniumthiocyanat,
im sauren pH-Bereich (siehe Abbildung 1.2 B)) [8]. Anschließend folgen mehrere Wasch-
schritte mit geeigneten Waschpuffern, die die Bindung zum Silika-Filter nicht lösen,
aber Kontaminationen oder Inhibitoren entfernen. Die Elution und Aufkonzentrierung
der RNA erfolgt mit Niedrig-Salz-Puffern oder Wasser. Ein DNase-Verdau auf dem Fil-
ter kann gegebenenfalls durchgeführt werden, um eine Kontamination mit genomischer
DNA (gDNA) vollständig zu entfernen. Vorteil dieser Technologie ist die benutzerfreund-
liche Handhabung sowie der reduzierte Einsatz von toxischen Gefahrstoffen im Vergleich
zu der Phenol-Chloroform Extraktion [6, 8, 9].
Affinitätschromatographie zur mRNA-Aufreinigung
Diese Aufreinigungsmethode ist nur in Kombination mit eukaryontischen Zellen an-
wendbar. Durch die Poly(A)-Sequenz der eukaryontischen mRNA kann diese mittels
Oligo(dT)-beschichteter Oberflächen spezifisch aus eukaryontischen Zellen extrahiert
werden (siehe Abbildung 1.2 C)). Eine eukaryontische Zelle enthält ca. 1–5% mRNA [10].
Durch die spezifische Abtrennung der mRNA wird der Hintergrund an rRNA oder tRNA
stark reduziert. Zusätzlich ist kein DNase-Verdau erforderlich, da durch die selektive Bin-
dung keine DNA-Kontamination auftreten kann (vgl. Silika-basiert) [5, 10].
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Abbildung 1.2: Übersicht der verschiedenen Nukleinsäure-Aufreinigungsprinzipien. A)
Phasentrennung bei der GuSCN-Phenol-Chloroform Extraktion. Da-
durch kann hochreine DNA oder RNA extrahiert werden, welche sich
in der wässrigen Phase befindet. B) Silika-basierte Aufreinigung. Unter
chaotropen Bedingungen, z.B. vermittelt durch Natrium- oder Guani-
diniumkationen, können negativ geladene Nukleinsäuren an den Silika-
Filter binden. C) Spezifische mRNA-Aufreinigung basierend auf der
Hybridisierung von Poly(A)-RNA and Oligo(dT)-beschichteten Beads.
1.1.2 Nachweis von Nukleinsäuren / RNA in der Diagnostik
Für den nachfolgend beschriebenen Nachweis von Nukleinsäuren kann es von Vorteil
sein, deren Reinheit, Größe und Konzentration zu bestimmen. Hierfür gibt es etablierte
Methoden, wie z.B. photometrische Messungen oder Agarosegelektrophoresen [4].
Photometrische Messungen der Nukleinsäurekonzentration können beispielsweise mit
dem Nanospektrophotometer „NanoDrop“ der Fa. Thermo Fisher Scientific bei einer
Wellenlänge von 260 nm erfolgen, wobei nur wenige Mikroliter Probe benötigt werden.
Die Berechnung der Nukleinsäurekonzentration c beruht auf dem Lambert-Beer’schen
Gesetz:
A = ε · c · d ⇀↽ c = A/(ε · d) (1.1)
mit Absorption A der Lösung, Extinktionskoeffizient ε und Schichtdicke d.
Die Quotienten A260/280 und A260/230 können zur Bestimmung der Reinheit einer
Nukleinsäureprobe herangezogen werden, um eine mögliche Kontamination mit Protei-
nen (A280) oder anderen Stoffen (z.B. Salzen bei A230) zu untersuchen. Für reine RNA
und DNA sollte das Verhältnis A260/A280 zwischen 1,8 und 2,1 liegen und das Verhält-
nis A260/A230 bei ca. 2,0 [11].
Der Nachweis von Nukleinsäuren beginnt, wie oben beschrieben, mit der Extraktion
aus dem biologischen Material. Im Anschluss kann mit Hilfe der Agarosegelelektropho-
rese, basierend auf der Auftrennung der Nukleinsäuren im Gel, die Größe und Reinheit
der Nukleinsäuren bestimmt werden. Klassisch erfolgt dies in Agarosegelelektrophore-
sen mit Ethidiumbromidfärbung. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes trennen sich
Nukleinsäuren in einem Agarosegel nach ihrer Größe auf, da sie durch ihre negative La-
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dung zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei abhängig von der
Porengröße des Agarosegels und der Größe der Nukleinsäuren. Durch die anschließende
Färbung mit Ethidiumbromid, einem interkalierenden Farbstoff, können die nach ih-
rer Größe aufgetrennten Nukkleinsäuren sichtbar gemacht werden. Eine miniaturisierte
Weiterentwicklung dieses Prinzips ist der Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Dabei
werden die Nukleinsäuren in einem Chip mittels Kapillargelelektrophorese aufgetrennt
und anschließend über einen Fluoreszenznachweis ausgelesen. Zusätzlich zur Größenbe-
stimmung kann die Konzentration und für die RNA eine RNA Integrity Number (RIN)
bestimmt werden. Diese lässt eine Aussage über die Fragmentierung bzw. Qualität der
RNA im Bereich von 1–10 zu (10 = sehr gut, 1 = vollständig fragmentiert) [12].
Die im Anschluss an die Extraktion zur Anwendung kommende Nachweismethode wird
durch die Art der Nukleinsäure (DNA oder RNA bzw. isoliert, amplifiziert, fixiert oder
in Lösung) bestimmt [4]. Ein wichtiger Meilenstein beim Nachweis von Nukleinsäuren
war die Entwicklung der PCR durch Kary Mullis (1983). Das Grundprinzip der PCR
beruht auf dem Reaktionsablauf der natürlichen DNA-Replikation. Sie ist die Metho-
de der Wahl zum Nachweis geringster Mengen von Nukleinsäuren in der molekularen
Routinediagnostik. Für die Amplifikation und den Nachweis von RNA wird häufig die
RT-PCR (RT=Reverse Transkription) eingesetzt, welche aktuell den Goldstandard dar-
stellt. Dabei wird die RNA vor der PCR mittels Reverser Transkriptase in cDNA umge-
schrieben. Durch die PCR bzw. RT-PCR ist es möglich, bestimmte DNA-Abschnitte zu
kopieren und zu vervielfältigen [13,14]. Bei der klassischen PCR oder RT-PCR mit End-
punktbestimmung mittels Agarosegelelektrophorese können qualitative Aussagen über
das Vorhandensein bestimmter Genvarianten getroffen werden. Dabei wird die zuvor
isolierte Nukleinsäure (DNA oder RNA) eingesetzt. In der nachfolgenden PCR werden
dann mit Hilfe von kurzen, zur Zielsequenz komplementären Oligonukleotiden, so ge-
nannten forward und reverse Primern, und einer hitzestabilen DNA-Polymerase (z.B.
Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus) bestimmte Bereiche amplifziert. Die Ampli-
fikation erfolgt im Zuge eines spezifischen Temperaturprotokolls, welches sich zyklisch
wiederholt. Dies umfasst eine Denaturierung der doppelsträngigen DNA (dsDNA) bei
95 °C, gefolgt von einem Annealingschritt bei ca. 55–60 °C, wobei sich die spezifischen
Primer an die einzelsträngige DNA (ssDNA) anlagern können. Anschließend erfolgt die
Elongation der Primer durch die Polymerase komplementär zum Template z.B. bei 72 °C.
Eine Weiterentwicklung dieser konventionellen PCR ist die quantitative PCR (qPCR)
oder auch real-time PCR. Dabei wird zusätzlich zu den Primern noch eine spezifische
fluoreszenzmarkierte Sonde, z.B. eine Hydrolysesonde, eingesetzt. Der Fluorophor am
5’-Ende der Sonde wird durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase wäh-
rend der Elongation von der Sonde freigesetzt und somit vom Quencher am 3’-Ende, der
die Fluoreszenz unterdrückt, getrennt (siehe Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Ablauf einer PCR mit Hydrolysesonden. 1. Denaturierung der
Doppelstrang-DNA bei erhöhter Temperatur. 2. Spezifische Anlage-
rung der Primer und der Hydrolysesonde an den DNA-Einzelstrang. 3.
Beginn der Neustrangsynthese durch die Taq-Polymerase an den Pri-
mern. 4. Abspaltung des Fluorophors (rot) vom Quencher (schwarz)
durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivität der Taq-Polymerase während der
Neustrangsynthese. 5. Detektion der zunehmenden Fluoreszenzintensi-
tät.
Das entstehende Fluoreszenzsignal wird nach jedem Zyklus in Echtzeit gemessen. Da-
bei kann in der exponentiellen Phase der PCR ein proportionaler Zusammenhang zwi-
schen Fluoreszenzsignal und gebildetem PCR-Amplifikat festgestellt werden. Zur Quan-
tifizierung wird der Zyklus (Cq-Wert, engl.: cycle of quantification oder Ct-Wert, engl.
threshold cycle) bestimmt, bei dem das Fluoreszenzsignal der Probe erstmals die Hinter-
grundfluoreszenz bzw. den Fluoreszenzschwellenwert (Threshold) übersteigt [13]. Dieser
Wert ist ein Maß für die Ausgangskopienzahl, denn je höher die initiale DNA-Menge
war, desto früher wird der Ct-Wert erreicht. Mittels Standards, deren Konzentrationen
bekannt sind, kann somit eine absolute Quantifizierung erreicht werden. Eine weitere Me-
thode zur Quantifizierung ist die relative Methode (∆Ct-Methode) mit Hilfe eines Kon-
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trollgens (Housekeeping-Gen), welches immer gleichmäßig stark exprimiert wird [4, 15].
Die Einsatzgebiete der konventionellen sowie der qPCR sind vielfältig. Vor allem in der
Onkologie wird die konventionelle PCR zur Diagnose bzw. zum Nachweis bestimmter
Genvarianten/Mutationen verwendet (ja/nein-Aussagen). Der Vorteil, den die qPCR
durch die Möglichkeit der Quantifizierung bietet, wird vor allem zur Überwachung der
Genexpression genutzt. Dies ist hauptsächlich bei Tumorerkrankungen relevant, denn
durch die gestörte Genexpression (über- bzw. unterexprimiert) kann es zu unkontrollier-
tem Zellwachstum und dadurch bedingt zur Tumorentstehung kommen.
1.2 Chronische myeloische Leukämie (CML)
Die chronische myeloische Leukämie, kurz CML, ist eine Erkrankung des blutbilden-
den Systems, ausgelöst durch eine klonale, myeloproliferative Störung [16], und eine der
vier Haupttypen der Leukämie [17]. Generell gilt für chronische Formen der Leukämie
ein schleichender Verlauf, der meist symptomlos oder mit unspezifischen Symptomen,
wie z.B. Müdigkeit, Gewichtsabnahme und Milzvergrößerung, assoziiert ist [17, 18]. Die
CML kann in allen Altersstufen auftreten, am häufigsten betroffen sind jedoch Erwachse-
ne (> 60 Jahre) [16,19]. Die Inzidenz der CML liegt bei 1–2 Fällen auf 100.000 Menschen
pro Jahr [19].
Charakteristisch für die CML ist das Philadelphia-Chromosom. Dabei handelt es sich
um eine spontane, reziproke Translokation zwischen Chromosom 9 und Chromosom 22
(t9:22). Die Ursachen für diese Translokation sind noch nicht bekannt. Auslöser dafür
können möglicherweise ionisierende Strahlung oder Benzol sein. Nach bisherigen Annah-
men ist die CML nicht vererbbar [17,20].
Der Krankheitsverlauf der CML ist durch 3 Phasen gekennzeichnet. Die erste Phase ist
die chronische Phase. Diese verläuft meist über eine Dauer von 3 bis 5 Jahren symptom-
frei bzw. symptomarm. In dieser Phase findet zu 85% die Erstdiagnose (davon in 20%
der Fälle als Zufallsbefund) statt und ist durch eine geeignete Therapie gut beeinfluss-
bar [16, 17, 20]. Anschließend an die chronische Phase erfolgt eine Übergangsphase bzw.
akzelerierte Phase. Kennzeichnend für diese Phase ist ein erhöhter Medikamentenbedarf
durch eine verminderte Wirksamkeit und eine Verschlechterung des Zustandes. Durch
eine Therapieanpassung ist es möglich die chronische Phase wieder zu erreichen. Gelingt
dies nicht, folgt die Blastenkrise auf die Übergangsphase, welche die schwerste Phase der
CML darstellt und einer akuten Leukämie ähnelt. Patienten in dieser Phase sind nur
schwer zu therapieren.
Die Therapiemöglichkeiten bei einer CML reichen von Chemotherapie, Tyrosinkinase-
inhibitoren bis hin zur allogenen Stammzelltransplantation [16]. Auf Grund des guten
Verständnisses der Genetik als Auslöser für die CML und den verschiedenen Thera-
piemöglichkeiten gilt die CML als Modellkrebs. Durch die erfolgreiche Therapie wurde
diese Krebserkrankung zu einer chronischen Erkrankung. Denn CML-Patienten haben
heutzutage eine normale Lebenserwartung, wodurch die Prävalenz von CML-Patienten
stetig zunimmt.
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1.2.1 Molekulargenetik der chronischen myeloischen Leukämie – die
BCR-ABL1-Fusionsvarianten
Bei der CML führt die reziproke Translokation und anschließende Fusion zweier ge-
trennter Gene zur Ausbildung des Philadelphia-Chromosoms (Ph), welches ein verkürz-
tes Chromosom 22 darstellt und bei 95% aller CML-Patienten zu finden ist. Durch
dieses genetische Rearrangement werden die Gene ABL1 (Abelson) von Chromosom
9 und BCR (breakpoint cluster region) von Chromosom 22 in unmittelbare Nähe ge-
bracht. Dadurch entsteht das funktionale Fusionsgen BCR-ABL1 auf dem Philadelphia-
Chromosom (siehe Abbildung 1.4). Das Fusionsprodukt BCR-ABL1 ist charakteristisch
für die CML. [16,17]
Abbildung 1.4: Das Philadelphia-Chromosom entsteht durch reziproke Translokation
zwischen Chromosom 9 und 22. Dadurch bildet sich das Fusionsgen
BCR-ABL1. Diese Abbildung wurde in Anlehnung an [16] erstellt.
Das ABL1 -Gen kodiert normalerweise für eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase. Das hu-
mane ABL1-Protein ist 145 kD groß und besitzt zwei Isoformen, welche durch alternati-
ves Spleißen der ersten Exone entstehen. Die ABL1-Tyrosinkinase wirkt in verschiedenen
Signalwegen regulatorisch mit, wie beispielsweise bei der Regulation des Zellzykluses. Sie
wird in verschiedenen Geweben (ubiquitär) stark exprimiert und ihre Aktivität ist streng
reguliert [21,22].
Das BCR-Gen kodiert im N-terminalen Bereich für eine Serin-Threonin-Kinase und
im C-terminalen Bereich für eine GTPase. Das BCR-Protein ist 160 kD groß und wird
ubiquitär exprimiert.
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Das entstandene Fusionsgen BCR-ABL1 kodiert für eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase,
welche konstitutiv exprimiert wird. Der Fusionsvorgang führt zu einem Verlust der up-
stream gelegenen Kontrollelemente und somit zu einer Aktivierung des onkogenen Po-
tentials der ABL1-Tyrosinkinase. Das BCR-ABL1-Protein weist eine erhöhte biologische
Aktivität durch Autophosphorylierung auf und führt damit zu einer unkontrollierten Si-
gnalübertragung. Dadurch kommt es zu Eingriffen in die Regulation der Zellteilung und
zur Aktivierung von Signaltransduktionswegen, welche zu unkontrollierter Zellprolifera-
tion und Inhibition der Apoptose führen [16,17,23,24].
Der Bruchpunkt bei der reziproken Translokation im ABL1 -Gen liegt in einem großen
Bereich am 5‘-Ende, upstream von Exon 2. Durch alternatives Spleißen wird jedoch stets
eine mRNA generiert, wobei die BCR-Sequenz an Exon 2 des ABL1 -Gens fusioniert wird.
Im Gegensatz dazu gibt es im BCR-Gen drei mögliche Bruchpunktbereiche, welche zu
unterschiedlichen Fusionsvarianten führen (siehe Abbildung 1.5) [21]:
• Major-bcr (M-bcr)
Der Bruchpunkt liegt in einem 5,8 kb großen Bereich des BCR-Gens. Alle Exons,
die downstream der Bruchstelle liegen, werden auf Chromosom 9 transloziert. Es
können zwei Fusionsvarianten durch alternatives Spleißen entstehen –e13a2 und
e14a2–, die sich in der Länge um 75 bp unterscheiden (= Länge des Exon 14).
Beide Varianten kodieren für ein 210 kDa großes Protein (p210). Dieser Bruchpunkt
kommt am häufigsten bei CML-Patienten vor.
• Minor-bcr (m-bcr)
Hier liegt der Bruchpunkt im Intron 1 des BCR-Gens. Es entsteht die Fusionsvari-
ante e1a2, welche für ein 190 kDa großes Protein kodiert (p190). Diese Fusionsvari-
ante kommt häufig bei akuter lymphatischer Leukämie (ALL), seltener bei CML,
vor.
• Micro-bcr (µ-bcr)
Hier liegt der Bruchpunkt im Intron 18 des BCR-Gens. Dies führt zu der Fusions-
variante e19a2, welches für ein 230 kDa großes Protein kodiert (p230). Diese seltene
Variante ist bei chronischer neutrophiler Leukämie zu finden (CNL oder n-CML).
Weitere seltene Fusionsprodukte, wie z.B. e1a3, e13a3 oder e14a3, sind ebenfalls mög-
lich. Allerdings treten diese mit einer Wahrscheinlichkeit von unter 1% auf [21].
Da die BCR-ABL1 -Fusionsvarianten e13a2 und e14a2 in ca. 97% der CML-Patienten
vorliegen, dienen sie zum einen als diagnostischer und therapeutischer Biomarker und
zum anderen als Angriffspunkt für die Therapie [24,25]. Zusätzlich lassen die Fusionsvari-
anten eine Aussage über das Therapieansprechen und die Heilungsaussichten zu. Es wird
beobachtet, dass Patienten mit einer e14a2-Variante ein besseres Therapieansprechen,
als Patienten mit e13a2 zeigen [26,27]
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Abbildung 1.5: Die BCR-ABL1 -Fusionsvarianten. Die möglichen Bruchpunkte im
ABL1 - und BCR-Gen und die daraus resultierenden Fusionsvarianten
e1a2, e13a2, e14a2 und e19a2 des BCR-ABL1 -Gens sind dargestellt.
Diese Abbildung wurde in Anlehnung an [21] erstellt.
1.2.2 Diagnostik
Das Philadelphia-Chromosom bzw. die BCR-ABL1 -Translokation kann durch unter-
schiedliche Verfahren auf Zell-, DNA- oder RNA-Ebene nachgewiesen werden [17]. Dabei
wird als Probenmaterial Blut oder Knochenmark verwendet. Jedoch wird peripheres Blut
bevorzugt, da die Probennahme weniger invasiv ist und die Ergebnisse vergleichbar mit
Knochenmarksproben sind [28]. Für das spätere Therapiemonitoring auf RNA-Ebene
sollte die EDTA-Blutprobe gekühlt gelagert werden und nicht älter als 72 h sein, um
eine ausreichende Integrität der RNA zu gewährleisten [25].
Blutbild
Die CML-Erkrankung wird meist bei der Erstellung eines Blutbildes durch die erhöhte
Anzahl an Leukozyten entdeckt. Die meisten CML-Patienten weisen hierbei eine Leuko-
zytenzahl von >20.000 Zellen/µL auf [17]. Dahingegen beträgt die Leukozytenzahl bei
einem gesunden Menschen 4.000–10.000 Zellen/µL [29]. Die Bestimmung der Leukozy-
tenzahl und des Zelltypes wird mikroskopisch oder mittels Durchflusszytometer (Imm-
unfärbung) durchgeführt.
Zytogenetik
Der Nachweis des Philadelphia-Chromosoms zur Diagnose der CML erfolgt mittels Ka-
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ryotypisierung. Dabei wird ein Karyogramm der Chromosomen erstellt und mikrosko-
pisch ausgewertet. Dadurch kann das Philadelphia-Chromosom nachgewiesen werden,
die Phase der CML-Erkrankung festgestellt sowie weitere Chromosomenveränderungen
erkannt werden. Trotz der geringen Sensitivität stellt der zytogenetische Nachweis den
aktuellen Goldstandard zur Diagnose einer CML dar [16,30].
Molekulare Diagnostik
Die molekulare Diagnostik der CML kann sowohl auf RNA- als auch auf DNA-Ebene
durchgeführt werden. Der RNA-Nachweis des BCR-ABL1 -Fusionstranskriptes ermög-
licht einen quantitativen Nachweis, wohingegen auf DNA-Ebene nur eine qualitative
Aussage über das Vorhandensein des BCR-ABL1 -Fusionsgens möglich ist. Die Anzahl
der BCR-ABL1 -mRNA-Transkripte ist ein Maß für die Tumorlast und lässt eine Aus-
sage über den Krankheitsverlauf zu. Für die molekulare Diagnostik stehen zwei Haupt-
methoden zur Auswahl: die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und die RT-PCR
[17,30,31].
• FISH
Der Nachweis des Fusionsgens erfolgt mittels fluoreszierender Sonden direkt in den
Zellen auf DNA-Ebene.
• RT-PCR
Die RT-PCR stellt einen hochsensitiven Nachweis des Fusionsgens auf mRNA-
Ebene dar. Dieser kann entweder qualitativ zur Diagnose und Bestimmung der
Fusionsvariante (z.B. nested PCR, PCR mit anschließender Agarosegelelektropho-
rese) oder quantitativ für das Therapiemonitoring (z.B. RT-qPCR) erfolgen.
Die RT-qPCR spielt zur Kontrolle des Therapieerfolges, bei der Überwachung der
Therapie und zur Erkennung eines Rezidivs eine wichtige Rolle.
Weitere Methoden zum molekularbiologischen Nachweis von BCR-ABL1 sind bei-
spielsweise die patientenspezifische PCR auf gDNA-Ebene [32], Next-Generation-Sequen-
cing, die droplet digital PCR [28,31,33] oder die mikrofluidische, digitale PCR [34,35]. Für
das Monitoring und Therapiemanagement wird vom European Leukemia Net (ELN) und
vom National Comprehensive Cancer Network (NCCN) die RT-qPCR empfohlen [31],
um auch minimale Mengen an veränderten Zellen bzw. eine minimale Resterkrankung
(minimal residual disease (MRD)) zu erkennen, da diese sensitive Methode in mehre-
ren klinischen Studien validiert und standardisiert wurde (siehe Kapitel 1.2.4). Auf dem
Markt sind bereits diverse Kits basierend auf quantitativer RT-qPCR verfügbar, bei-
spielsweise von Roche (LightCycler t(9;22) Quantification Kit), sowie kalibrierte Kits
von Qiagen (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kits CE) und Asuragen (QuantideX®
qPCR BCR-ABL IS Kit) und als LoC-Anwendung von Cepheid (Xpert® BCR-ABL Mo-
nitor und Ultra) [36,37]. Bei der hier aufgeführten LoC-Anwendung der Firma Cepheid
ist derzeit noch eine externe manuelle Probenvorbereitung, bestehend aus Proteinase-K-
Verdau und mehreren Inkubations- und Verdünnungsschritten, notwendig. Des Weiteren
muss die GeneXpert® LoC-Kartusche vor Benutzung mit den benötigten Reagenzien für
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die Aufreinigung manuell befüllt werden, bevor die RNA-Extraktion und der molekulare
Nachweis im LoC-System stattfinden kann [38,39].
Für die Diagnose und die Bestimmung der Fusionsvarianten wird häufig eine konven-
tionelle RT-PCR mit anschließender Agarosegelelektrophorese [40–42], Kapillarelektro-
phorese [43] oder Microarray-Analysen [44] durchgeführt. Anhand der Bandenlänge des
Amplifikationsproduktes kann in der Elektrophorese anschließend die Fusionsvariante
ermittelt werden [41,42]. Diese Methode ist sehr zeitintensiv, dennoch wurde ein sonden-
basierter RT-qPCR-Ansatz zur Differenzierung und Quantifizierung bisher nur einmal
in der Literatur beschrieben [45]. Dabei wurden zwei Two-Step Singleplex-RT-qPCR-
Assays für die Fusionsvarianten e13a2 und e14a2 etabliert. Der Vorteil der Differenzie-
rung liegt zum einen in der genauen Quantifizierung von e13a2, da in Ansätzen ohne
Differenzierung immer ein e14a2-DNA-Standard eingesetzt wird und zum anderen er-
hält man dadurch noch eine zusätzliche, prognostische Information zum Ansprechen des
Patienten auf die Therapie [26, 27, 46]. Jain et al. und Lucas et al. beschreiben ein bes-
seres und schnelleres Therapieansprechen bei Patienten mit der Fusionsvariante e14a2
im Vergleich zu Patienten mit e13a2. Obgleich in der Literatur ein klinischer Nutzen
diskutiert wird [26, 27, 47], ist ein kommerziell erhältliches Kit zur Differenzierung der
Fusionsvarianten e13a2 und e14a2 basierend auf RT-qPCR bisher nicht verfügbar.
1.2.3 Therapie und Monitoring
CML gilt nicht nur wegen des guten Verständnisses der molekulargenetischen Vorgänge
als Modellkrebs, sondern auch auf Grund der erfolgreichen Therapierbarkeit [48]. Die ers-
ten Therapieversuche der CML erfolgten bereits in den 1860ern mit Arsen-Komponenten,
als noch nicht bekannt war, dass es sich um CML handelte. Anschließend folgten The-
rapieversuche mit Bisulfan, Hydroxyurea und Interferon α, welche dazu führten, dass
die Lebenserwartung von CML-Patienten etwas gesteigert werden konnte (2–3 Jahre).
Der Durchbruch in der CML-Therapie erfolgte jedoch erst mit der Einführung von Ty-
rosinkinaseinhibitoren (TKI). Diese wirken als Kompetitor zu ATP und binden in der
ATP-Bindungsdomäne der ABL-Tyrosinkinase. Dadurch wird die Proliferation des ma-
lignen Klons inhibiert [19,25]. TKI haben die Behandlung der CML revolutioniert, da im
Zuge einer TKI-Behandlung eine normale Lebenserwartung der CML-Patienten erreicht
wird. Wohingegen eine CML ohne Therapie von der chronischen Phase über die akzele-
rierte Phase in die Blastenkrise übergeht und nach 5–7 Jahren zum Tod führt [16, 24].
Durch die Therapie wurde die Krankheit unter Kontrolle gebracht. Dies führte, bedingt
durch die gesteigerte Lebenserwartung, zu einer steigenden Prävalenz der CML. Für die
Behandlung mit TKI gibt es Vorgaben zur Verabreichung. Als Erstlinientherapie wer-
den Imatinib, Dasatinib und Nilotinib verabreicht. Sollte die Wirkung durch während
der Therapie entwickelte Punktmutationen in der Tyrosinkinasedomäne (z.B. T351I) ein-
geschränkt sein, können sogenannte Zweitlininentherapien (z.B. Bosutinib) verabreicht
werden. Mittlerweile gibt es auch Drittlininentherapien (Ponatinib), die bei der häufigs-
ten Punktmutation T351I noch wirken können. Bei Versagen der TKI-Therapie steht als
letzte Option noch eine allogene Stammzelltransplantation zur Verfügung [16]. Durch
16
1.2 Chronische myeloische Leukämie (CML)
die lebenslange Therapie mit TKI kann jedoch in den meisten Fällen eine Remission
der Erkrankung erreicht werden. Dadurch wird die Krebserkrankung zu einer chroni-
schen Erkrankung, die über das ganze Leben hinweg überwacht werden muss. Es gibt
diverse Ansprechkriterien, die während der Therapie erreicht bzw. eingehalten werden
müssen. Hierfür ist ein Therapiemonitoring des Patienten alle 3–6 Monate notwendig [49].
Folgende Ansprechkriterien sind dabei zu beachten, um den Therapieerfolg zu bewer-
ten [19,20,50]:
• Hämatologische Remission (CHR = complete hematologic remission)
Es sind keine Krankheitsanzeichen im Mikroskop erkennbar. Das Blutbild und die
Milzgröße haben sich normalisiert. Dieses Kriterium sollte nach 3 Monaten erreicht
sein.
• Zytogenetische Remission (CCyR =complete cytogenetic response)
Das Philadelphia-Chromosom ist nicht mehr nachweisbar. Dieser Status sollte nach
6 Monaten erreicht sein.
• Molekulare Remission (MMR = major molecular response)
Die Tumorlast ist um mindestens den Faktor 1000 gesunken. Für die Überprüfung
der molekularen Remission (MMR) oder auch der tiefen, molekularen Remission
(MMR4.0, MMR4.5, MMR5.0) wird standardmäßig auf Grund der benötigten Sen-
sitivität die RT-qPCR verwendet. Die Überwachung des BCR-ABL1 -Levels findet
alle 3 Monate statt.
Das molekulare Monitoring (ohne Differenzierung der Fusionsvarianten) des BCR-
ABL1 -Transkriptlevels ist von klinischer Wichtigkeit, da dabei der Therapieverlauf über-
wacht und eine minimale Resterkrankung quantitativ nachgewiesen werden kann.
1.2.4 Standardisierung des molekularen Monitorings
Durch die Wichtigkeit des molekularen Monitorings wurde es notwendig, eine Standar-
disierung der erhaltenen Ergebnisse einzuführen, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zwischen den verschiedenen Laboren zu erreichen. Durch die Verwendung verschiedener
Kontrollgene, Primer- und Sonden-Sets sowie Aufreinigungs- oder PCR-Protokolle [51],
waren die berichteten Ergebnisse untereinander nicht vergleichbar. Ohne Standardisie-
rung werden die Transkript-Verhältnisse von BCR-ABL1 zum Kontrollgen gebildet und
die Abnahme der log-Stufen betrachtet (log reduction) [52], wohingegen bei der Standar-
disierung Empfehlungen für das zu verwendende Kontrollgen und die jeweilige Methodik
zur Aufreinigung und RT-qPCR vorhanden sind [25, 53]. Das empfohlene Blutvolumen
zur Durchführung des molekularen Monitoring liegt bei 10–20mL [25]. Als Kontroll-
gen zur internen Kontrolle und zur Normalisierung der RT-qPCR-Ergebnisse werden
ABL1, BCR und β-Glucuronidase (GUSB) empfohlen. Das meist verbreitete Kontroll-
gen ist ABL1 [51,54].Weitere Komponenten, die durch die Standardisierung vereinheit-
licht werden sollten, sind die verwendeten Primer und Sonden. Daher verwenden die
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meisten Labore die empfohlenen Primer und Sonden des Europe Against Cancer (EAC)
Programs. Jedoch führte auch dies nicht zu vollständig vergleichbaren Ergebnissen, da
die verschiedenen PCR-Plattformen ebenfalls einen Einfluss auf die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse haben. Zusätzlich kommen die Wahl des Thresholds, die Anzahl der Stan-
dards sowie die Wahl des Ct-Wertes als Ausschlusskriterium für positive bzw. negative
Ergebnisse hinzu. Erste Versuche zur Standardisierung der Ergebnisse wurden in der
IRIS-Studie unternommen. Hierbei wurde das erste Mal gezeigt, dass Imatinib eine ver-
besserte Wirkung gegenüber Interferon hatte [55]. Damit die Ergebnisse zwischen den
verschiedenen Studienzentren vergleichbar wurden, wurde eine standardisierte baseline
erstellt. Dabei wurden 30 Proben vor Therapiebeginn in allen 3 Zentren gemessen und
aus diesen Ergebnissen die standardisierte baseline ermittelt. Alle weiteren gemessenen
Patientenproben wurden nun damit verglichen und beispielsweise war eine Abnahme
über 3 Log-Stufen von der IRIS-baseline und nicht von der patientenspezifischen base-
line per Definition eine major molecular response (MMR). [51, 56]. Im nächsten Schritt
zur Standardisierung wurde auf Basis der standardisierten IRIS-baseline der Internatio-
nal Scale (IS) entwickelt. Der Grund für die Weiterentwicklung war, dass Labore ihre
Ergebnisse vergleichen können ohne ihre bisher verwendeten Methoden ändern zu müs-
sen. Beim International Scale werden die Ergebnisse in Prozent angegeben. Dabei wird
die IRIS-baseline auf 100% gesetzt und als 100% BCR-ABL1 IS bezeichnet. 0,1% BCR-
ABL1 IS entspricht dann dem MMR. Um die Ergebnisse nun vergleichbar zu machen,
müssen Labore für ihre etablierten CML-Assays einen sogenannten Conversion Factor
(CF) ermitteln. Dieser wird ermittelt, indem RNA-Proben mit einem Referenzlabor (z.B.
in Mannheim, Leipzig) ausgetauscht werden und beide Labore die BCR-ABL1/ABL1%-
Verhältnisse bestimmen. Aus der Abweichung der Ergebnisse ergibt sich dann der labor-
/assayspezifische CF (siehe Abbildung 1.6) [57,58].
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Abbildung 1.6: Die Standardisierung der verschiedenen Assays für das molekulare Mo-
nitoring des BCR-ABL1 -Nachweises erfolgt über die Ermittlung des
Conversion Factors (CF) durch den Probenaustausch mit einem Re-
ferenzlabor. Durch den CF können die BCR-ABL/ABL1%-Ergebnisse
nach dem International Scale dargestellt werden. Diese Abbildung wur-
de in Anlehnung an [49,56] erstellt.
Für die Standardisierung der Ergebnisse wurden bereits auch Referenzmaterialien ba-
sierend auf verschiedenen Zelllinien-Verdünnungen erstellt, jedoch sind diese Materia-
lien nur beschränkt verfügbar [59, 60]. Des Weiteren wurde ein zertifizierter Plasmid-
Referenzstandard erstellt, um die Varianz in den verwendeten DNA-Standards zur Quan-
tifizierung zu verringern [61].
Durch die aufwändige Durchführung eines standardisierten CML-Assays bestehend
aus der RNA-Aufreinigung aus Vollblut und der pipettieraufwändigen RT-qPCR mit
den Standards und Kontrollen sowie der Wunsch nach einem schnellen Erhalt des Test-
ergebnisses bei der Diagnose oder dem Monitoring der CML, um schnell mit der Therapie
zu beginnen bzw. frühzeitig Therapieanpassungen vorzunehmen, ist die Integration eines
CML-Assays in ein automatisiertes Lab-on-a-Chip-System von Vorteil. Dadurch werden
Wartezeiten und Arbeitsaufwand reduziert und es ist möglich die Analyse direkt vor
Ort durchzuführen. Zusätzlich kann durch die Assay-Integration in ein Lab-on-a-Chip-
System erreicht werden, dass die bisher aufwändige Differenzierung der verschiedenen
BCR-ABL1 -Fusionsvarianten mittels RT-PCR und anschließender Agarosegelelektro-
phorese ohne weiteren Aufwand über eine Multiplex-RT-qPCR implementiert werden
kann. Dadurch können somit zusätzliche prognostische Informationen aus einer Patien-
tenprobe erhalten werden.
In dieser Arbeit wurde daher die chronische myeloische Leukämie (CML) als Modeller-
krankung ausgewählt, da hier das Target für die Krebsentstehung bekannt ist und es eine
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gute Therapiemöglichkeit mit Monitoring gibt. Daher ist es bei der CML notwendig eine
differentielle Diagnose bezüglich des vorliegenden Fusionstranskriptes zu stellen sowie
ein anschließendes Therapiemonitoring auf RNA-Ebene durchzuführen. Wünschenswert
ist es, wie auch bei nahezu allen chronischen Erkrankungen bzw. während des Monito-
rings, die Messung vor Ort, z.B. beim Hausarzt, durchführen zu können. Daher gibt es
immer mehr Entwicklungen in Richtung automatisierter Testverfahren, wie z.B. Lab-on-
a-Chip-Plattformen, welche im folgenden Kapitel kurz erläutert werden.
1.3 Lab-on-a-Chip (LoC)-Systeme– miniaturisierte Labore für
die Diagnostik
Mikrofluidische Systeme –auch Lab-on-a-Chip-Systeme (LoC-Systeme) oderMicro To-
tal Analysis System (µTAS) genannt– befinden sich auf dem Vormarsch die molekulare
Diagnostik zu revolutionieren [62]. Diese miniaturisierten Systeme ermöglichen es ge-
samte, komplexe Laborabläufe, wie beispielsweise die Probenvorbereitung, die Nuklein-
säureaufreinigung sowie die anschließende Amplifikation mit Detektion und Datenaus-
wertung, in automatisierter Form ablaufen zu lassen. Das Ziel von LoC-Systemen ist es,
komplexe Abläufe zu vereinfachen. Dadurch bieten sie die Möglichkeit zur Realisierung
von sample-to-answer Konzepten [63], d.h. salopp gesprochen: „Probe rein, Ergebnis
raus“. Neben der Integration von biologischen Prozessen ist auch die technologische Ent-
wicklung von mikrofluidischen Strukturen wie Pumpen, Mikrokanälen und Ventilen ein
wichtiges Themenfeld [64,65], denn das Herzstück von LoC-Plattformen bildet meistens
die Mikrofluidik. Dabei kommt ein mikrofluidisches Netzwerk zum Einsatz, welches die
Prozessierung von Proben und den Transport von Flüssigkeiten gewährleistet. Diese mi-
krofluidischen Strukturen können eine Größenordnung von einigen 100 nm bis 100 µm
aufweisen [76]. Durch Anpassung der Kanalgeometrie können beispielsweise Filter, ly-
ophilisierte PCR-Mastermixe in Form von Beads oder Microarrays in das mikrofluidische
Netzwerk integriert werden.
1.3.1 Vorteile und Herausforderungen von LoC-Systemen
Die Vorteile von mikrofluidischen Systemen liegen vor allem in der Prozessierung
kleinster Volumina. Dadurch wird die Menge an Probenmaterial, Puffern und Reagenzi-
en reduziert, was wiederum eine Kostenreduktion mit sich bringt. Des Weiteren führt die
Automatisierung in LoC-Systemen zu einem reduzierten Arbeitsaufwand und damit zu
einer reduzierten hands-on-time. Durch die verringerte Anzahl an manuellen Eingriffen
und die Umsetzung als geschlossenes System werden auch Fehler durch Laborpersonal
und Quellen für Kontaminationen reduziert, wodurch sich eine erhöhte Reproduzierbar-
keit ergibt. Die meisten LoC-Systeme sind so genannte stand-alone Geräte, die somit
keine aufwändige Laborumgebung und keine separaten Geräte für die Steuerung des
Prozesses benötigen [64]. Daraus ergibt sich ein weiterer großer Vorteil, da LoC-Systeme
nicht mehr ausschließlich in zentralisierten Laboren stehen müssen, sondern in kleinen
Laboren Anwendung finden können. In Zukunft sollen solche Systeme zusätzlich in Arzt-
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praxen, Apotheken oder sogar beim Patienten Zuhause zum Einsatz kommen. Dadurch
können LoC-Systeme Point-of-Care-Diagnosen auch außerhalb des Krankenhauses rea-
lisieren [63], denn durch die Vollautomatisierung und die daraus folgende einfache An-
wendung wird kein besonderes Fachwissen vorausgesetzt.
Eine Herausforderung beim Transfer herkömmlicher Assays auf LoC-Plattformen, mit
der man bei einem LoC-System konfrontiert werden kann, ist die Einschränkung beim
Gebrauch von Chemikalien auf Grund von Materialunverträglichkeiten. Des Weiteren
ist es nicht möglich große Probenvolumina einzusetzen. Bei hochsensitiven Assays führt
dies dann zu einer Limitierung für das Anwendungsfeld der LoC-Systeme.
1.3.2 Voraussetzungen und Herausforderungen bei der Assayintegration in
ein LoC-System
Bei der Integration eines klassischen, ursprünglich für die manuellen Applikation ent-
wickelten Assays in ein LoC-System gibt es mehrere Voraussetzungen, die der Assay er-
füllen muss. Zum einen müssen die Puffer für die Probenvorbereitung und Nukleinsäure-
Extraktion, wie bereits im Abschnitt zuvor erwähnt, kompatibel mit den verwendeten
Materialien der LoC-Kartusche sein, um vorgelagert werden zu können. Dies kann ei-
ne Anpassung der Pufferkomponenten der manuellen Protokolle, zum Beispiel bei der
RNA-Extraktion, bedingen, bevor eine LoC-Integration überhaupt möglich ist. Nicht
nur die Materialkompatibilität muss bei der Entwicklung und Integration berücksich-
tigt werden, sondern auch die Anzahl der benötigten Puffer ist durch die Kapazität der
LoC-Kartusche begrenzt. Folglich muss die Anzahl der benötigten Puffer, sowie deren
Volumina meist reduziert werden. Zum anderen kann der Silika-Filter, der bei einem
manuellen Assay in der Regel einen Durchmesser von 7mm aufweist, nicht ohne eine
Reduktion der Abmaße in ein LoC-System integriert werden. Dies bringt folglich eine
Minimierung des Filterdurchmessers mit sich und damit einen Entwicklungsbedarf be-
züglich der Aufreinigungseffizienz.
Reagenzien, welche nicht in Flüssigform vorgelagert werden können, müssen für eine
LoC-Integration in getrockneter [66] oder gefriergetrockneter Form [67–70] vorliegen.
Dies betrifft vor allem verwendete Enzyme, PCR-Mastermixe oder einzelne Oligonukleo-
tide. Durch die Lyophilisierung wird gewährleistet, dass diese instabilen Komponenten
in einer LoC-Kartusche stabil vorgelagert werden und die Lagerung und Haltbarkeit
der Reagenzien bei Raumtemperatur in der LoC-Kartusche ermöglicht wird. Wurde bei-
spielsweise ein geeignetes Lyophilisat des PCR-Mastermixes identifiziert und erfolgreich
in die LoC-Kartusche eingebracht, muss nun gewährleistet werden, dass dieses Lyophi-
lisat zum richtigen Zeitpunkt definiert rehydriert wird. Dabei ist es wichtig den flui-
dischen Löseprozess kontrolliert durchzuführen und dafür einen geeigneten fluidischen
Ablauf zur Ansteuerung der LoC-Ventile und Kammern zu etablieren. Die kontrollierte
Freisetzung der benötigten Reagenzien betrifft nicht nur das definierte Lösen der Ly-
ophilisate, sondern auch die Freisetzung der flüssig vorgelagerten Komponenten. Diese
können in Reagenzienbehälter eingefüllt und durch mechanisches Öffnen der Behälter
an einer Sollbruchstelle gezielt freigesetzt werden [71, 72]. Dies führt zu den Herausfor-
derungen, die bei der Integration bezüglich der mikrofluidischen Steuerung und der ge-
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änderten Umgebungsbedingungen im LoC-System auftreten können. Für die Steuerung
des Fluidtransportes wurden in vorherigen Projekten mikrofluidische Abläufe mittels
definierter Ventil- und Kammerschaltung etabliert, um Flüssigkeiten gezielt freizuset-
zen, reproduzierbar zu transportieren oder zu mischen [73, 74]. Diese wurden für die in
dieser Arbeit durchgeführte Assayintegration verwendet und an die Assayanforderung
adaptiert. Zusätzlich zur mikrofluidischen Steuerung kann ein Unterschied z.B. in der
Durchführung einer PCR bestehen. In einem LoC-System kann der PCR-Assay dyna-
misch durchgeführt werden, indem das Temperaturprotokoll durch den Fluidtransport
zwischen verschiedenen Temperaturzonen realisiert wird im Gegensatz zu einem stati-
schen Ansatz in einem klassischen PCR-Cycler [75]. Diese zusätzliche Dynamik kann
möglicherweise zur Schaumbildung in der Flüssigkeit beitragen. Die deutlichsten Unter-
schiede des mikrofluidischen Flüssigkeitstransportes im hier vorliegenden LoC-System im
Vergleich zum makrofluidischen, manuellen Flüssigkeitstransport liegen in der fehlenden
Ausnutzung von Zentrifugalkräften und im deutlich vergrößerten Oberflächen-Volumen-
Verhältnis in den Kanälen [63, 76]. Dadurch kann es zum einen zu einer Erhöhung der
Adsorptionsereignisse von biologischen Komponenten an die Kanalwände kommen und
zum anderen führt es zu einem schnelleren und gezielteren Temperatureintrag. Auch die
Viskosität und Oberflächenspannung zeigen größere Einflüsse in mikrofluidischen Struk-
turen [63,64]. Diese Einflussgrößen sind wiederum kritisch für die Strömungsverhältnisse
in den Kanälen. Generell erfordern die veränderten Voraussetzungen und Bedingungen
in der LoC-Kartusche eine Anpassung des Assays vor und während der LoC-Integration.
1.3.3 LoC-System der Robert Bosch GmbH
Das Lab-on-a-Chip-System Vivalytic der Robert Bosch GmbH besteht aus einem uni-
versellen Gerät, dem Analyzer (oder Processing Station) zur Prozessierung, und einer
Assay-spezifischen LoC-Kartusche.
Der Analyzer enthält die Module zur Ansteuerung der Kartusche über die Pneumatik,
sowie individuell regulierbare Heizer zur Temperierung der Kartusche im Bereich der
Mischkammer, der PCR-Kammern und der Microarray-Kammer. Des Weiteren ist eine
CMOS-Kamera mit LED-Anregungsquellen und 4 verschiedenen Filtern zur Anregung
und Emission für die Detektion, z. B. mittels Fluoreszenz oder Chemilumineszenz, ver-
baut (siehe Abbildung 1.7).
Die LoC-Kartusche besteht aus einem mehrschichtigen Polymer-Aufbau (siehe Ab-
bildung 1.8). Dabei erfüllen die unterschiedlichen Schichten spezifische Aufgaben. Der
Pneumatic Layer dient als Ansteuerungszugang für die Processing Station. Der Flui-
dic Layer enthält das mikrofluidische Netzwerk für die Vorlagerung und den Transport
von Reagenzien in der LoC-Kartusche. Diese zwei Bereiche bestehen aus Polycarbonat-
Spritzgussteilen und werden durch eine thermoplastische Membran voneinander getrennt.
Diese Membran ist elastisch und ermöglicht dadurch das Schließen und Öffnen von Ven-
tilen und Kammern. Die Verbindung der einzelnen Schichten der LoC-Kartusche erfolgt
über einen Laserdurchschweiß-Prozess. Das fluidische Netzwerk der LoC-Kartusche ent-
hält verschiedene geometrische Umsetzungen zur Prozessierung von Flüssigkeiten, wie
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Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des LoC-Analyzers der Robert Bosch GmbH
im Querschnitt. Im LoC-System sind die Komponenten für die pneu-
matische und thermische Ansteuerung enthalten, sowie das Optik-
Modul mit den verschiedenen Filtern zum Auslesen von Fluoreszenz
und Chemilumineszenz [3].
Mikrokanäle, Pumpen und Ventile beispielsweise für die PCR, Vorlagerung von PCR-
Lyophilisaten bzw. des Microarrays oder zum Transport von Flüssigkeiten durch Pum-
pen. Außerdem sind größere Reservoire für die Probeneingabe, zum Mischen oder zur
Aufbewahrung von Reagenzien oder des Abfalls vorhanden (siehe Abbildung 1.8).
Der Flüssigkeitstransport in der Kartusche wird durch gebildete Druckdifferenzen in
der Processing Station bewerkstelligt, wodurch der Zustand der elastischen Membran be-
einflusst wird. Durch Anlegen eines Überdrucks (pü > pv) wird die Membran in Richtung
des Fluidic Layers ausgelenkt und somit Ventile verschlossen oder Kammern entleert.
Wird hingegen Unterdruck (pü < pv) angelegt, werden Ventile oder Kammern geöff-
net, da sich die Membran in Richtung des Pneumatic Layers auslenkt (siehe Abbildung
1.9) [74].
Die LoC-Kartuschen der Robert Bosch GmbH werden derzeit hauptsächlich für nukle-
insäurebasierte Anwendungen, wie qualitative PCR und anschließende Detektion mittels
Microarray, eingesetzt. Weitere umsetzbare Anwendungen sind die qualitative Real-Time
PCR (4-plex pro PCR-Strang möglich) oder die PCR mit anschließender Schmelzkur-
venanalyse. Des Weiteren wäre auch eine quantitative Real-Time PCR mit externer
Batch-Standardkurve möglich.
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung des LoC-Kartuschenaufbaus der Robert
Bosch GmbH mit den verschiedenen Schichten (A)). Der Pneumatic
Layer dient zu Ansteuerung der Ventile und Kammern mittels Druck-
differenz. Die elastische Membran öffnet und schließt Ventile/Kammern
durch die Druckdifferenz im Pneumatic Layer. Der Fluidic Layer ent-
hält das fluidische Netzwerk für die Prozessierung einer Probe. In der
LoC-Kartusche sind verschiedene fluididische Strukturen für Reagen-
zienvorlagerung, Probeneingabe, PCR und Mastermixvorlagerung in
Form eines Lyophilisates realisiert (B)) [3].
Abbildung 1.9: Schematische Darstellung zur Funktionsweise des Flüssigkeitstrans-
portes in der LoC-Kartusche der Robert Bosch GmbH durch pneuma-
tische Aktuierung. Durch Anlegen verschiedener Druckdifferenzen im
Pneumatic Layer können Ventile oder Kammern über den Zustand der
elastischen Membran geöffnet (pü < pv) oder geschlossen (pü > pv)
werden. Dadurch können Flüssigkeiten im Fluidic Layer kontrolliert
transportiert werden. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [74] er-
stellt.
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1.3.4 Weitere Umsetzungsmöglichkeiten von LoC-Systemen
In den letzten Jahren wurden bereits unterschiedliche LoC-Systeme im Bereich der mo-
lekularen Diagnostik entwickelt, um am Point-of-Care eingesetzt zu werden. Die Umset-
zung dieser LoC-Systeme, die bereits kommerziell erhältlich sind oder auf akademischen
Ansätzen basieren, kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen. Die Unterschie-
de können zum einen in der technischen Umsetzung wie z.B. in der mikrofluidischen
Steuerung [77] und zum anderen im Schwerpunkt des Anwendungsgebietes liegen so-
wie der integrierten, molekularen Methoden. So gibt es den Labdisk-Ansatz von der
Hahn Schickard Gesellschaft, der im Gegensatz zur pneumatischen Ansteuerung, wie
beim Vivalytic-System der Robert Bosch GmbH, mittels Zentrifugalkraft die Flüssig-
keiten in den mikrofluidischen Kanälen transportiert. Des Weiteren gibt es vom Markt-
führer Cepheid das GeneXpert®-System [78], welches mit pneumatischer Ansteuerung
arbeitet und LoC-Assays für diverse Anwendungsfelder anbietet. Onkologische Frage-
stellungen werden vor allem von der Firma Biocartis mit dem IdyllaTM-System abge-
deckt. Häufig werden PCR-Assays in LoC-Systemen eingesetzt, z.B. in den Systemen
von Cepheid und Biocartis; jedoch werden auch isothermale Amplifikationmethoden,
wie im AlereTM i-System, integriert. Dadurch werden keine verschiedenen Temperatur-
zonen bzw. Peltier-Elemente benötigt und die Analysezeit wird deutlich reduziert. In der
folgenden Übersicht (Tabelle 1.1 und 1.2) werden verschiedene LoC-Systeme genauer be-
trachtet (Cepheid [79–82], Biocartis [83,84], Hahn Schickard [67,85,86], Curetis [87–89],
Biofire Dx [90–92]und Abott [93]). Während die meisten der bisher verfügbaren oder
sich in Entwicklung befindenden LoC-Plattformen auf eine technische Analysenmetho-
de beschränkt sind, ist die LoC-Plattform der Robert Bosch GmbH multifunktional
und vereint mehrere technische Analysenmethoden in einem Gerät, wie beispielsweise
Microarray-Analysen, Schmelzkurvenanalysen oder Real-Time PCR. Dadurch entsteht
eine neue Dimension der LoC-Plattform.
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1 Einleitung
1.4 Ziel dieser Arbeit
Die Automatisierung von diagnostischen Assays nimmt zur Erleichterung komplexer
Laborabläufe immer mehr an Bedeutung zu. Insbesondere für die Durchführung von
händisch sehr aufwändigen Assays (z.B. Waschschritte bei Aufreinigungsprotokollen,
Standardkurven in der RT-qPCR etc.) bieten LoC-Systeme eine deutliche Vereinfachung
und einen Zeitvorteil. Auch bei Assays mit weniger häufigem Probenaufkommen (v.a. in
kleinen Laboren) erleichtern LoC-Systeme die Arbeit und reduzieren die Wartezeit, da
beispielsweise auf das Sammeln der Proben, bis eine 96-Well Platte vollständig genutzt
wird, verzichtet werden kann. Auf Grund dessen sollte in dieser Arbeit ein vollständig
integrierbarer LoC-Assay für die differentielle Diagnose und das Monitoring der chroni-
schen myeloischen Leukämie entwickelt werden.
Das Ziel dieser Dissertation bestand im ersten Teil darin, LoC-kompatible Protokolle
für die RNA-Aufreinigung aus Blut und den BCR-ABL1 -Nachweis basierend auf der
RT-qPCR für die CML zu entwickeln, welche die Anforderungen an eine nachfolgende
LoC-Integration erfüllten (siehe Kapitel 1.3.2). Hierbei lag der Schwerpunkt auf der Ent-
wicklung eines geeigneten Aufreinigungsprotokolls, welches in das LoC-System Vivalytic
der Robert Bosch GmbH integrierbar war und damit den Nachteil der externen und ma-
nuellen Probenvorbereitung für den CML-Assay durch eine vollständig integrierte Pro-
benvorbereitung löst. Zusätzlich sollte bei dem CML-Nachweis die Differenzierung der
zwei häufigsten Fusionsvarianten des BCR-ABL1 -Gens in einem Multiplex-RT-qPCR-
Ansatz adressiert werden, da dadurch die Differenzierung der Fusionsvarianten verein-
facht werden würde und bei der Diagnose der CML eine mögliche, zusätzliche, prognosti-
sche Information erhalten werden kann. Außerdem kann dieser Assay für die differentielle
Diagnose und das Monitoring eingesetzt werden. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollten die
etablierten Protokolle in die LoC-Plattform der Robert Bosch GmbH integriert werden
und dabei notwendige Anpassungen und Optimierungen bezüglich technischer und flui-
discher Aspekte vorgenommen werden. Sowohl der manuelle als auch der automatisierte
LoC-Assay für den CML-Nachweis sollten in einem letzten Arbeitspaket mit Realproben
evaluiert werden. Eine vereinfachte Abbildung über den entwickelten, manuellen Assay
und die angestrebte LoC-Integration ist in Abbildung 1.10 dargestellt.
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Abbildung 1.10: Ablauf eines klassischen molekularen Assays sowie die Integrierbar-
keit in ein LoC-System. Der manuelle Laborablauf umfasst die Pro-
benvorbereitung, wie Zelllyse und Nukleinsäureaufreinigung, und den
Nukleinsäurenachweis mittels RT-qPCR mit anschließender Diagnose
und Therapie durch den Arzt. Die Laborprozesse für Probenvorbe-
reitung und den RNA-Nachweis werden in ein LoC-System integriert,
wodurch der manuelle Prozess auf Probeneingabe und Diagnose redu-
ziert wird. Diese Abbildung wurde in Anlehnung an [3] erstellt.
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2.1 Material
2.1.1 Allgemeines
Im folgenden werden die Lieferanten mit ihren Hauptsitzen aufgeführt, um im späte-
ren eine Mehrfachnennung zu vermeiden:
Applied Biosystems (Waltham, USA), Agilent Technologies (Santa Clara, USA), Alfa
Aesar (Ward Hill, USA), Benchmark Scientific (Sayreville, USA), Berner International
(Elmshorn, Deutschland), Binder (Tuttlingen, Deutschland), Bosch (Stuttgart, Deutsch-
land), Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Corning (Corning, USA), Cryo Diffusion
(Lery, Frankreich), Eppendorf (Hamburg, Deutschland), European Reference Materials,
Farnell, Fluorogenics (Salisbury, UK), G-Biosciences (St. Louis, USA), GE Healthcare
(Chalfont St Giles, UK), Gibco (Karlsruhe, Deutschland), Greiner BioOne (Frickenhau-
sen, Deutschland), Hiss Diagnostics (Freiburg, Deutschland), Integra Biosciences (Hud-
son, USA) Invitrogen (Waltham, USA), Invivoscribe (San Diego, USA), Jena Bioscience
(Jena, Deutschland), Kisker Biotech (Steinfurt, Deutschland), Liebherr (Bulle, Deutsch-
land), Life Technologies (Carlsbad, USA), Lonza (Basel, Schweiz), Macherey-Nagel (Dü-
ren, Deutschland), Matador (Remscheid, Deutschland), Memmert (Eagle, USA), Mettler
Toledo (Columbus, USA), National Instruments (Austin, USA), Olympus Deutschland
(Hamburg, Deutschland), PanReac AppliChem (Darmstadt, Deutschland), PeqLab Bio-
technologie (Erlangen, Deutschland), Porex (Aachen, Deutschland), Promega (Fitch-
burg, USA), Qiagen (Hilden, Deutschland), RSG Solingen (Solingen, Deutschland), Sig-
ma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), Vil-
ber (Marne-la-Vallée, Frankreich), VWR International (Darmstadt, Deutschland), Wh-
atman (Kent, UK)
2.1.2 Geräte
Tabelle 2.1: Verwendete Geräte
Geräte Hersteller
-80 °C Gefrierschrank MDF-Q500VX-PE Panasonic
7500 Real-Time PCR-System (qPCR-Cycler) Applied Biosystems
Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies
Concentrator Plus Eppendorf
Fluoreszenzmikroskop IX83 Olympus
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Tabelle 2.1: Verwendete Geräte (Fortsetzung)
Fusion Solo S Vilber
Gelelektrophorese-Station PeqLab
Inkubator APT Line CB Binder
Inverses Fluoreszenzmikroskop Olympus
Kryotank BR2200M Cryo Diffusion
Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific
Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf
Kühl-Gefrierkombination Bosch/Liebherr
LoC-Plattform Prototyp 1 Robert Bosch GmbH
LoC-Plattform Prototyp 2 Robert Bosch GmbH
Mastercycler Gradient Eppendorf
Maxwell RSC System Promega
Mikrowelle Bosch
Minizentrifuge MiniStar VWR International
NanoDrop Thermo Fisher Scientific
NI-Karte National Instruments
Pipetten 10 µL, 200,µL, 1000 µL Eppendorf
Pipettierhelfer Pipette Boy Integra Biosciences
Plattenzentrifuge Benchmark Scientific
Spatel RSG Solingen
Stanzeisen 3mm Matador
Sterilwerkbank Claire B-2-190 Berner International
ThermoMixer C Eppendorf
Tischzentrifuge VWR International
Universal Wärmeschrank UF160 Memmert
UV-Bank Kisker
Vortexer VWR
Waage Mettler Toledo
Wasserbad Memmert
2.1.3 Chemikalien
Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien
Material Hersteller
Agarose Standard Roti®garose Carl Roth
Ammoniumchlorid Sigma Aldrich
β-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Chloroform Sigma Aldrich
DEPC-Wasser G-Biosciences
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) PanReac Applichem
32
2.1 Material
Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)
Dithiothreitol (DTT) (1M) Sigma Aldrich
EDTA-Lösung (0,5M) Sigma Aldrich
Ethanol absolut PanReac AppliChem
Ethidiumbromidlösung (0,025% ) Carl Roth
Flashgel Loading Dye (5×) Lonza
Guandidniumhydrochlorid Sigma Aldrich
Guanidiniumthiocyanat Sigma Aldrich
Kaliumbicarbonat Sigma Aldrich
Kaliumhydrogenphosphat Sigma Aldrich
Kanamycin (100×) Life Technologies
Lithiumchlorid Thermo Fisher Scientific
Low-melt Agarose Alfa Aesar
Natriumchlorid Sigma Aldrich
Penicillin Streptomycin Lösung Life Technologies
Pluronic F-127 (10%) Invitrogen
Polyethylenglykol6000 Sigma Aldrich
Rotiphorese® 10×TAE-Puffer Carl Roth
Trehalose Sigma Aldrich
TRIS-EDTA Puffer (100×) Sigma Aldrich
Triton X-100 Sigma Aldrich
Trizma TRIS-HCl, 1M, pH 7 Sigma Aldrich
Trizol Thermo Fisher Scientific
Trypanblau Gibco
Tween20 Sigma Aldrich
Tween80 Sigma Aldrich
Wasser, Molecular Grade G-Biosciences
Xanthan Sigma Aldrich
2.1.4 Verbrauchsmaterial
Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller
Cellulosenitrat-Filter 0,8 µm Whatman
LoC-Kartuschen Robert Bosch GmbH
Microamp 8-Strips Life Technologies
Microamp 8-Strip Cap Life Technologies
Microamp 96-Well Platten Life Technologies
NucleoSpin RNA XS Columns Macherey-Nagel
Optical Adhesive Covers Life Technologies
Pipettenspitzen 10 µL, 200 µL, 1000 µL Sigma Aldrich
Reaktionsgefäße 0,5 mL; 1,5mL; 2,0 mL Eppendorf
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Tabelle 2.3: Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung)
Silika-Filter Grade A/B/D/F Porex
PE-Fritte Porex
T25 Zellkulturflaschen Greiner BioOne
T75 Zellkulturflaschen Greiner BioOne
Thermoelement Typ T Farnell
Wägeschälchen VWR International
Zellkulturplatten 12-/24-Well VWR International
Zentrifugationsröhrchen 15mL, 50mL Corning
2.1.5 Lösungen und Puffer
Tabelle 2.4: Verwendete Lösungen und Puffer
Bezeichnung Zusammensetzung
Bindepuffer BP-23 Proprietäre Zusammensetzung
Elektrophoresepuffer für Agarosegele 1× TAE-Puffer, pH 8,5
Elutionspuffer EB-01 Proprietäre Zusammensetzung
Elutionspuffer EB-02 Proprietäre Zusammensetzung
LB-Medium 25 g auf 1 L H2O, pH 7
Lysepuffer BL-01 Proprietäre Zusammensetzung
Lysepuffer BL-03 Proprietäre Zusammensetzung
Lysepuffer LP-01 Proprietäre Zusammensetzung
Lysepuffer LP-05 4,5M Guanidiniumhydrochlorid, 50mM
Tris-HCl, 30% (v/v) TritonX-100, pH
6,6 [94]
Lysepuffer LP-07 Proprietäre Zusammensetzung
Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 5,5 96,1m˙L 0,05M Kaliumhydrogenphosphat,
3,9mL 0,08M Dinatriumhydrogenphosphat
Dihydrat [95]
Selektiver Erythrozyten-Lysepuffer RBC-1 0,16M Ammoniumchlorid, 4,7mM Kali-
umphosphat, 0,1mM EDTA, pH 7,4 [96]
Selektiver Erythrozyten-Lysepuffer RBC-2 0,16M Ammoniumchlorid, pH 7,4 [96]
Selektiver Erythrozyten-Lysepuffer RBC-3 0,15M Ammoniumchlorid; 1mM EDTA, pH
7,4 [97]
Selektiver Erythrozyten-Lysepuffer RBC-4 destilliertes Wasser
Selektiver Erythrozyten-Lysepuffer RBC-5 0,155M Ammoniumchlorid, 10mM Kalium-
hydrogencarbonat, 1mM EDTA, pH 7,4 [98]
Waschpuffer WB-01 Proprietäre Zusammensetzung
Waschpuffer WB-02 Proprietäre Zusammensetzung
Waschpuffer WB-03 Proprietäre Zusammensetzung
PBS, steril pH 7,2 (Life Technologies)
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2.1.6 Kits
Tabelle 2.5: Verwendete Kits
Material Hersteller
Agilent RNA 6000 Nano Agilent Technologies
Agilent RNA 6000 Pico Agilent Technologies
Cirrus Strips RNA Fluorogenics
e-MycoTM Mycoplasma PCR Detection Kit Hiss Diagnostics
GeneluteTM Direct mRNA Miniprep Kit Sigma Aldrich
illustra PuReTaq Ready-To-Go RT-PCR Be-
ads
GE Healthcare
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit Qiagen
NucleoSpin® RNA Blood Mini Kit Macherey-Nagel
One-Step RT-PCR Master Lyophilisate Jena Bioscience
Phusion High Fidelity PCR Kit Thermo Fisher Scientific
PureLink® Quick Gel Extraction Kit Invitrogen
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit Invitrogen
QIAamp® RNA Blood Mini Kit Qiagen
QuantiNova Multiplex RT-PCR Qiagen
SuperScript® III First-Strand Synthesis Su-
perMix for qRT-PCR
Invitrogen
TaqMan® Universal Master Mix II, no UNG Applied Biosystems
Zero Blunt® TOPO® PCR Kit mit chemisch-
kompetenten Zellen (E. coli TOP10)
Invitrogen
2.1.7 Nukleinsäuren
DNA- und RNA-Standards
Tabelle 2.6: DNA- und RNA-Standards
Material Hersteller
BCR-ABL RNA Dilution Set b3a2 Invivoscribe
BCR-ABL RNA Dilution Set b2a2 Invivoscribe
ERM-AD623 BCR-ABL pDNA Calibrant European Reference Materials
Oligonukleotide
Chemisch synthetisierte Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland)
synthetisiert, mittels HPLC aufgereinigt und lyophilisiert. Die Lyophilisate wurden mit
Wasser im angegebenen Volumen rekonstituiert, um eine finale Konzentration von 100 µM
zu erhalten. Grundlage für die Entwicklung der proprietären Primer und Sonden waren
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die Genebank-Sequenzen AJ131466.1 und M30829.1 für e14a2 und AJ131467.1 für e13a2.
Tabelle 2.7: Primer und Sonden für die PCR
Target Sequenz (5‘-3‘) Referenz
EAC Mbcr forward TCCGCTGACCATCAAYAAGGA [53]
reverse CACTCAGACCCTGAGGCTCAA
Sonde FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA-
TAMRA
EAC ABL1 forward TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAA
GGT
[54]
reverse GATGTAGTTGCTTGGGACCCA
Sonde FAM bzw. HEX-CCATTTTTGGTTTGGG
CTTCACACCATT-TAMRA bzw. BHQ1
e14a2 forward proprietäre Information
reverse CACTCAGACCCTGAGGCTCAA [53]
Sonde proprietäre Information
e13a2 forward proprietäre Information
reverse CACTCAGACCCTGAGGCTCAA [53]
Sonde proprietäre Information
Tabelle 2.8: Primerpaar für die Klonierung
Target Sequenz (5‘-3‘) Referenz/
Amplifikatlänge (bp)
e13a2 forward GCAGAGTGGAGGAGAACAT AJ131467.1
reverse CCTCCTTCGTATCTCAGCG 576 bp
Oligonukleotide für die Sequenzierung und die Reverse Transkription
Tabelle 2.9: Sequenzierprimer und RT-Primer
Primername Hersteller
M13 forward (-20) Invitrogen
M13 reverse Invitrogen
Random Hexamer Primer Thermo Fisher Scientific
Oligo(dT)18 Primer Thermo Fisher Scientific
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2.1.8 Software-Programme
Tabelle 2.10: Verwendete Programme
Name Hersteller
7500 Software Version 2.0.5 Applied Biosystems
ApE - A plasmid Editor M. Wayne Davis
Bioanalyzer Software Version 02.08 Agilent Technologies
BLAST https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Fluculator Robert Bosch GmbH
Fusion Solo Vilber
Hibiskus Robert Bosch GmbH
Matlab R2015b 64 Bit Mathworks Inc.
Multalin http://multalin.toulouse.inra.fr/
NanoDrop Software Thermo Fisher Scientific
Primer 3 http://primer3.ut.ee/
Schaltlogik Robert Bosch GmbH
2.1.9 Zellkultur
2.1.9.1 Grundmedien und Zusätze
Tabelle 2.11: Grundmedien und Zusätze
Bezeichnung Hersteller
DMSO PanReac AppliChem
RPMI1640 Gibco
Fötales Kälberserum (FCS), hitzeinaktiviert Gibco
PenStrep, liquid Life Technologies
2.1.9.2 Zelllinien
Folgende humanen Zelllinien wurden in dieser Arbeit verwendet:
K-562
Bei diesem Zelltyp handelt es sich um humane, chronischen myeloische Leukämiezellen
in der Blastenkrise, die das BCR-ABL1 e14a2 Fusionsgen tragen. Die Etablierung der
Zelllinie erfolgte 1970 aus dem Blut einer 53-jährigen Patientin [99].
Morphologie: große, runde Einzelzellen in Suspension
BV-173
Bei diesem Zelltyp handelt es sich um humane Vorläufer von B-Zell-Leukämiezellen in
der Blastenkrise, die das BCR-ABL1 e13a2 Fusionsgen tragen. Die Etablierung der Zell-
linie erfolgte 1980 aus dem Blut eines 45-jährigen Patienten mit CML [100].
Morphologie: große, runde bis längliche Einzelzellen in Suspension
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HL-60
Bei diesem Zelltyp handelt es sich um humane, akute myeloische Leukämiezellen, welche
Philadelphia-Chromosom-negativ sind [101]. Die Etablierung der Zelllinie erfolgte 1976
aus dem Blut einer 35-jährigen Patientin mit AML.
Morphologie: runde Einzelzellen in Suspension
2.1.10 Enzyme und Grössenmarker
Tabelle 2.12: Verwendete Enzyme und Größenmarker
Bezeichnung Hersteller
DNA Ladder Thermo Fisher Scientific
Flashgel DNA Marker 50 bp–1,5 kb Lonza
Restriktionsenzym FastDigest BamH I Thermo Fisher Scientific
Restriktionsenzym FastDigest KpnI Thermo Fisher Scientific
2.2 Methoden
2.2.1 Zellkulturtechniken
2.2.1.1 Kultivierungsbedingungen von K-562-, BV-173- und HL-60-Zellen
Alle verwendeten Zellen wurden in RPMI1640-Medium mit L-Glutamin und Phenol-
rot, ohne HEPES (Gibco) und 10–20% FCS (hitzeinaktiviert, Gibco) bei 37 °C in 5%iger
CO2-Atmosphäre kultiviert. Die Zellen wurden alle 2–3 Tage gesplittet, um die Kultur
bei einer Zellkonzentration von 0, 1 · 106–0, 5 · 106 Zellen/mL zu halten.
2.2.1.2 Herstellung von K-562-, BV-173- und HL-60-Zellpellets
Zur Herstellung von Zellpellets mit definierter Zellzahl (106–107 bzw. eine positive
Leukämiezelle in 105 negativen Zellen) wurden die kultivierten Zellsuspensionen zu-
nächst mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt und ein Volumen definierter
Zellzahl aliquotiert. Die Suspension wurde dann bei 400 x g für 5min abzentrifugiert
und der Überstand anschließend abgenommen. Das erhaltene Zellpellet definierter Zell-
zahl wurde für spätere Versuche (RNA-Aufreinigung, Herstellung von RNA-Proben) bei
-80 °C aufbewahrt.
2.2.1.3 Kryokonservierung von K-562-, BV-173- und HL-60-Zellen
Für die Langzeitlagerung in flüssigem Stickstoff (Gasphasenlagerung) wurden die Zel-
len in 70% RPMI1640, 20% FCS und 10% DMSO aufgenommen. Die Zellsupsension
wurde auf 1 ·107 Zellen pro Kryoröhrchen (1,8mL) eingestellt. Anschließend erfolgte der
Einfrierprozess in Cryoboys im -80 °C Kühlschrank für 24 h. Danach wurden die Zellen
bei -196 °C in flüssigem Stickstoff gelagert.
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2.2.2 Mikrobiologische Methoden
2.2.2.1 Kultivierungsbedingungen
Die Kultivierung von Escherichia coli (E.coli) TOP10 erfolgte im kleinen Maßstab
einer 5 bis 7mL Übernachtkultur. Dazu wurde das LB-Medium entweder mit einem
Bakterienkolonie-Abstrich oder mit einer Glycerinkultur angeimpft und über Nacht im
Schüttelinkubator (37 °C, 1300 rpm) inkubiert.
2.2.2.2 Glycerinkultur zur Langzeitlagerung
Die hergestellten, transformierten E.coli Bakterienstämme wurden für die Langzeit-
lagerung in Glycerinkulturen bei -80 °C aufbewahrt. Hierfür wurde eine frische Über-
nachtkultur (50mL) abzentrifugiert (5min bei 3000 x g) und die Hälfte des Mediums
abgenommen. Das Zellpellet wurde in 25mL resuspendiert. In Kryoröhrchen wurden
500 µL steriles 30%iges Glycerin vorgelegt. Anschließend wurden 500µL Bakteriensus-
pension hinzugegeben und gemischt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden
2.2.3.1 Plasmidisolation
Die Plasmid-Präparation aus E.coli-Klonen erfolgte mit dem PureLink® Quick Plas-
mid Miniprep Kit (Invitrogen) gemäß den Herstellerangaben. Die Plasmid-DNA wurde
mit 50 µL TE-Puffer eluiert und die Konzentration und Reinheit, wie in Abschnitt 2.2.3.3
beschrieben, bestimmt.
2.2.3.2 RNA-Extraktion
Trizol-Methode zur Gewinnung von hochreiner RNA aus Zellpellets für die RT-qPCR
Zur Gewinnung hochreiner RNA für RT-qPCR-Versuche wurde die Trizol-Aufreinigung
durchgeführt. Hierfür wurden Zellpellets mit 5 · 106 Zellen der Zelllinien K-562, BV-173
oder HL-60 eingesetzt und daraus die RNA mit der Trizol-Lösung „TRIzolTM Reagent“
von Invitrogen nach Anleitung des Herstellers extrahiert. Die RNA-Konzentration wurde
auf 500 ng/µL eingestellt.
Referenzkits zur RNA-Aufreinigung aus Blut
Zum Vergleich der im Rahmen dieser Arbeit etablierten RNA-Aufreinigungsprotokolle
wurden folgende Referenzkits eingesetzt:
• QIAmp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen)
Dieses Kit basiert auf einer selektiven Blutlyse und anschließenden RNA-Aufreinigung
mittels Silika-Filter-Säulchen. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Her-
stellers. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 500 µL. Das Elutionsvolumen be-
trug 40 µL.
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• Maxwell® RSC Simply RNA Blood Kit (Promega)
Dieses Kit basiert auf einer selektiven Bultlyse und anschließenden automatisierten
RNA-Aufreinigung mittels Silika-Beads. Die Durchführung erfolgte nach Angaben
des Herstellers. Das Probenvolumen wurde auf 500µL reduziert. Das Elutionsvo-
lumen betrug 50 µL.
• NucleoSpin® RNA Blood Kit (Macherey-Nagel)
Dieses Kit basiert auf der Gesamtblutlyse und anschließenden RNA-Aufreinigung
mittels Silika-Filter-Säulchen. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des Her-
stellers. Das eingesetzte Probenvolumen betrug 400 µL. Das Elutionsvolumen be-
trug 40 µL.
• GenEluteTM Direct mRNA Minipreps Kit (Sigma Aldrich)
Dieses Kit basiert auf der Oligo(dT)-Bead-basierten mRNA-Aufreinigung für Zel-
len, Gewebe oder aus Gesamt-RNA. Die Durchführung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Das eingesetzte Probenmaterial waren Zellpellets aus der Zellkultur
(106 Zellen) oder aus der selektiven Blutlyse von 500 µL Vollblut. Das Elutionsvo-
lumen betrug 2 x 50 µL.
Etablierung eines LoC-kompatiblen RNA-Aufreinigungprotokolls
Für die Integration der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten RNA-Aufreinigung in das
LoC-System wurden Anpassungen bezüglich Filtertyp und -größe, Proben- und Puffer-
volumina sowie der Pufferzusammensetzungen vorgenommen. Die Filter- und Frittengrö-
ße wurde auf 3mm reduziert und die Filtersäulchen selbst aufgebaut (siehe Abbildung
2.1).
Abbildung 2.1: Darstellung der selbstaufgebauten Filtersäulchen. A) Original-
Filtersäulchen XS von Macherey-Nagel, B) Schematische Darstellung
des eigenen Filteraufbaus. Die Säulchen von Macherey-Nagel wurden
zerlegt, Filter und Fritte entnommen und ein eigener Filter sowie eine
Fritte mit einem Durchmesser von 3mm in den grünen Konus einge-
baut.
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Die manuelle selektive Blutlysemit anschließender Silika-basierter RNA-Aufreinigung
wurde wie folgt durchgeführt:
• Zugabe von 1mL selektivem Lysepuffer RBC-5 zu 500µL Vollblut, anschließendes
Vortexen.
• Inkubation für 10min im Kühlschrank/auf Eis, zwischendurch und am Ende vor-
texen.
• Zentrifugation für 10min bei 400 x g.
• Überstand abnehmen und Leukozytenpellet in 1mL RBC-5 resuspendieren.
• Zentrifugation für 10min bei 400 x g.
• Überstand abnehmen und Leukozytenpellet in 350 µL Lysepuffer LP-07 resuspen-
dieren.
• Zugabe von 350µL Bindepuffer BP-23 und durch auf- und abpipettieren mischen.
• Transfer des Lysats auf selbst aufgebaute Silika-Filtersäulchen. Zentrifugation bei
3.000 x g für 1min.
• Waschen des Silika-Filters mit 300 µL Waschpuffer WB-01. Zentrifugation bei
3.000 x g für 1min.
• Zugabe von 40µL DNase in RDD-Puffer (Qiagen) auf Filter. Inkubation für 15min
bei Raumtemperatur.
• Waschen des Silika-Filters mit 300 µL Waschpuffer WB-01. Zentrifugation bei
3.000 x g für 3min.
• Filtersäulchen in ein neues 1,5mL Reaktionsgefäß überführen. Elution der RNA
mit 40 µl Elutionspuffer EB-02. Zentrifugation für 1min bei 3.000 x g.
Die manuelleGesamtblutlyse mit anschließender Silika-basierter RNA-Aufreinigung
wurde wie folgt durchgeführt:
• Zugabe von 400 µL Lysepuffer BL-03 und 10 µL Proteinase K zu 400µL Blut. Vor-
texen und anschließend für 15min bei Raumtemperatur inkubieren, währenddessen
schütteln bei 1400 rpm im ThermoMixer C (Eppendorf).
• Zugabe von 400µL Bindepuffer BP-23 zum Lysat. Mischen.
• Transfer des Lysats auf selbst aufgebaute Silika-Filtersäulchen. Zentrifugation für
1min bei 3.000 x g
• Waschen des Silika-Filters mit 300 µLWaschpuffer WB-02. Zentrifugation für 1min
bei 3.000 x g.
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• Waschen des Silika-Filters mit 300 µLWaschpuffer WB-03. Zentrifugation für 1min
bei 3.000 x g.
• Zugabe von 40µL DNase in RDD-Puffer (Qiagen) auf Filter. Inkubation für 15min
bei Raumtemperatur.
• Waschen des Silika-Filters mit 300 µL Waschpuffer WB-03. Zentrifugation bei
3.000 x g für 3min.
• Filtersäulchen in neues 1,5mL Reaktionsgefäß überführen. Elution mit 40 µl Elu-
tionspuffer EB-02. Zentrifugation für 1min bei 3.000 x g.
Das manuelle GenElutesTM direct mRNA-Protokolls mit Gesamtblutlyse und an-
schließender mRNA-Aufreinigung wurde wie folgt adapatiert und durchgeführt:
• Zugabe von 500 µL BL-01 und 10µL Proteinase K zu 500µL Blut. Vortexen und
anschließend für 15min bei Raumtemperatur inkubieren, währenddessen schütteln
bei 1400 rpm im ThermoMixer C (Eppendorf).
• Zugabe von 25µL Oligo(dT)-Beads. Homogenisieren und anschließend 15min bei
Raumtemperatur inkubieren.
• Transfer auf Spinsäulchen, Zentrifugation für 5min bei 17.000 x g.
• Waschen der Oligo(dT)-Beads mit 350µLWash Solution 1. Zentrifugation für 2min
bei 17.000 x g. Den Durchfluss verwerfen und den Waschschritt wiederholen.
• Waschen der Oligo(dT)-Beads mit 350µL Low Salt Wash Buffer. Zentrifugation
für 2min bei 17.000 x g.
• Elution der mRNA mit 2 x 50 µL vorgewärmten Elutionspuffer. Inkubation für
2min bei 65 °C. Anschließend Zentrifugation für 2min bei 17.000 x g
Die Überprüfung der RNA-Integrität sowie die Quantifizierung der RNA-Menge er-
folgten mittels RT-qPCR (für das Kontrollgen ABL1 oder im Triplex) und ggf. mit dem
NanoDrop und dem Agilent Bioanalyzer 2100 (siehe Kapitel 2.2.3.3). Als Referenz wurde
das jeweilig passende Referenzkit mitgeführt, um die prozentuale Aufreinigungseffizienz
bezogen auf das Referenzkit zu bestimmen.
2.2.3.3 Analyse der Qualität und Quantität von Nukleinsäuren
NanoDrop 2000
Die Bestimmung der Konzentration der zuvor extrahierten Nukleinsäurelösungen (Plasmid-
DNA oder RNA) erfolgte mittels photometrischer Messung der Absorption bei 260 nm
an dem Spektrophotometer NanoDrop 2000. Hierfür wurde 1µL der Nukleinsäurelö-
sung eingesetzt. Für die Abschätzung der Reinheit wurde der Quotient der gemessen
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Absorption bei 260 nm und 280 nm (A260 nm/A280 nm) herangezogen, da das Absorp-
tionsmaximum von Proteinen bei 280 nm liegt. Befand sich der Quotient für RNA im
Bereich 1,9–2,1 bzw. für DNA im Bereich von 1,8–2,0 wurden diese als ausreichend rein
betrachtet und weiterverwendet.
Bioanalyzer 2100
Zur Bestimmung der RNA-Qualität und -Integrität wurde der Bioanalyzer 2100 (Agi-
lent Technologies) in Kombination mit den RNA Nano oder Pico Chips verwendet. Die
Durchführung erfolgte nach der Anleitung des Herstellers. Durch kapillarelektrophore-
tische Auftrennung und Fluoreszenzmessung lässt sich die RIN ermitteln, welche als
Qualitätskontrolle zur Evaluierung von RNA herangezogen wurde. Die RIN geht von 1
(vollständig degradiert) bis 10 (intakt). Eine RIN von >5 wurde als ausreichend gut
betrachtet [102].
2.2.3.4 Reverse Transkription (RT)
Die RNA wurde mit dem „Superscript II First Strand Synthesis Super Mix“ (Invi-
trogen) in cDNA umgeschrieben. Dabei wurde, wie im Hersteller-Protokoll beschrieben,
vorgegangen. Die Zusammensetzung des Mastermixes sah wie folgt aus:
Tabelle 2.13: Zusammensetzung des RT-Mastermixes
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
2x RT Reaction Mix 10
RT Enzyme Mix 2
RNA Probe (<1 µg) 2
DEPC-Wasser 6
Gesamtvolumen 20
Der Ansatz zur Reversen Transkription wurde in einem Thermocycler für 10min bei
25 °C, anschließend für 30min bei 50 °C und zur Inaktivierung für 5min bei 85 °C in-
kubiert. Daraufhin folgte die Zugabe von 1µL RNaseH (2U) und eine Inkubation für
20min bei 37 °C.
2.2.3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Klonierungs-PCR
Die, wie in Kapitel 2.2.3.10 beschrieben, hergestellte cDNA für e13a2 wurde mit Hilfe des
„Phusion High Fidelity PCR Kits“ (Thermo Fisher Scientific) für die nachfolgende Klo-
nierung zur Herstellung des pDNA-Standards für e13a2 amplifiziert. Die Durchführung
erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers. Die Zusammensetzung des Mastermixes sah
wie folgt aus (siehe Tabelle 2.14):
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Tabelle 2.14: Zusammensetzung des Mastermixes „Phusion High Fidelity PCR“ für die
Klonierung
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
5x Puffer 4,0
dNTP (10mM) 0,4
Forward Primer (10 µM) 0,6
Reverse Primer (10 µM) 0,6
Wasser 12,2
Enzym 0,2
cDNA bzw. DNA Probe (<125 ng/µL) 2,0
Gesamtvolumen 20,0
Die PCR wurde nach folgendem Temperaturprotokoll in dem Eppendorf Cycler Mas-
ter Gradient durchgeführt: Initiale Denaturierung für 30 s bei 98 °C, dann 35 Zyklen:
98 °C für 10 s, 62,8 °C für 30 s und 72 °C für 40 s, finale Elongation bei 72 °C für 10min.
2.2.3.6 One-Step RT-qPCR
Singleplex-RT-qPCR zum BCR-ABL1 - und ABL1 - Nachweis
Zum Nachweis und zur Differenzierung der BCR-ABL1 -Varianten e13a2 und e14a2, so-
wie des Kontrollgens ABL1 wurde jeweils eine Singleplex-RT-qPCR etabliert. Die Mas-
termixzusammensetzung ist aus Tabelle 2.15 ersichtlich. Das Volumen des Wassers kann
entsprechend des eingesetzten Probenvolumens angepasst werden.
Tabelle 2.15: Zusammensetzung des Singleplex-Mastermixes mit dem „QuantiNova
Multiplex RT-PCR Kit“
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
4x QuantiNova Multiplex RT-PCR Master Mix 5,0
QN 100x Multiplex Reverse Transcritption Mix 0,2
QN ROX Referenzfarbstoff 0,1
Reverse Primer ABL1 oder BCR-ABL1 (10 µM) 0,6
Wasser 13,1
RNA (<400 ng/µL) bzw. DNA-Standard (106–
100 cp/µL)
1,0
Gesamtvolumen 20,0
Zuerst wurde die Reverse Transkription bei 50 °C für 10min im 7500 Real-Time PCR-
System (Applied Biosystems) durchgeführt. Anschließend wurden die jeweiligen Primer-
Sonden-Mixe (siehe Tabelle 2.16) hinzugegeben. Die Zusammensetzung des Singleplex-
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Primer-Sonden-Mixes für e13a2, e14a2 bzw. ABL1 war wie folgt:
Tabelle 2.16: Zusammensetzung der Singleplex-Primer-Sonden-Mixe
Komponenten Volumen/20µL PCR [µL]
Forward Primer (10 µM) 0,6
Sonde (10 µM) 0,4
Es wurde 1,0 µL Primer-Sonden-Mix nach der Reversen Transkription zu den jeweili-
gen Wells gegeben. Anschließend wurde die qPCR nach folgendem Temperaturprotokoll
im 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt: Initiale Denaturie-
rung für 2min bei 95 °C, dann 50 Zyklen: 95 °C für 5 s, 60 °C für 30 s.
Triplex-RT-qPCR zum BCR-ABL1 - und ABL1 - Nachweis
Zum Nachweis und zur Differenzierung der BCR-ABL1 -Fusionsvarianten e13a2 und
e14a2 sowie dem Kontrollgen ABL1 in einem Reaktionsansatz wurde eine Triplex-RT-
qPCR etabliert. In Tabelle 2.17 ist die Zusammensetzung des Mastermixes aufgelistet.
Das Volumen des Wassers kann entsprechend des eingesetzten Probenvolumens ange-
passt werden.
Tabelle 2.17: Zusammensetzung des Triplex-Mastermixes mit „QuantiNova Multiplex
RT-PCR Kit“
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
4x QuantiNova Multiplex RT-PCR Master Mix 5,0
QN 100x Multiplex Reverse Transcritption Mix 0,2
QN ROX Referenzfarbstoff 0,1
Reverse Primer ABL1 (10 µM) 0,6
Wasser 13,1
RNA (<400 ng/µL) bzw. DNA-Standard (106–
100 cp/µL)
1,0
Gesamtvolumen 20,0
Zuerst wurde die Reverse Transkription bei 50 °C für 10min im 7500 Real-Time
PCR-System (Applied Biosystems) durchgeführt, anschließend wurden die jeweiligen
Primer-Sonden-Mixe (siehe Tabelle 2.18) hinzugegeben. Die Zusammensetzung des Tri-
plex-Primer-Sonden-Mixes mit e13a2, e14a2 und ABL1 war wie folgt:
Tabelle 2.18: Zusammensetzung des Triplex-Primer-Sonden-Mix
Komponenten Volumen/20µL PCR [µL]
Forward Primer ABL1 (10 µM) 0,6
Sonde ABL1 (HEX-BHQ) (10 µM) 0,4
Forward Primer e13a2 (10µM) 0,6
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Tabelle 2.18: Zusammensetzung des Triplex-Primer-Sonden-Mix (Fortsetzung)
Sonde e13a2 (ATTO647N-BHQ, 10µM) 0,4
Forward Primer e14a2 (10µM) 0,6
Sonde e14a2 (FAM-BHQ, 10µM) 0,4
Reverse Primer BCR-ABL1 (10 µM) 0,6
Es wurden 3,6 µL Primer-Sonden-Mix nach der Reversen Transkription zu den jeweili-
gen Wells gegeben. Anschließend wurde die qPCR nach folgendem Temperaturprotokoll
im 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt: Initiale Denaturie-
rung für 2min bei 95 °C, dann 50 Zyklen: 95 °C für 5 s, 60 °C für 30 s.
Berechnung der PCR-Effizienz
Zu Charakterisierung der PCR-Reaktion kann die Effizienz mit Hilfe definierter DNA-
Standards bestimmt werden. Die PCR-Effizienz E berechnet sich mit Hilfe der Gleichung
2.1 unter Verwendung der Steigung m aus der ermittelten Standardgeradengleichung.
E = 10(−1/m) (2.1)
Die Effizienz für eine optimale Verdopplungsrate während der PCR liegt theoretisch bei
2. In der Realität liegt die PCR-Effizienz bei 1,8–1,9.
RT-qPCR Beads
Zur LoC-Integration der RT-qPCR wurde ein lyophilisierter RT-qPCRMastermix (=Bead)
benötigt. Hierfür wurde das RT-qPCR Bead „Cirrus Strips RNA“ von Fluorogenics Inc.
eingesetzt und sowohl der Singleplex-Assay als auch der Triplex-Assay, wie in den fol-
genden Abschnitten, beschrieben durchgeführt.
Singleplex-RT-qPCR zum CML-Nachweis mit lyophilisiertem Mastermix
Zur Anpassung der etablierten Singleplex-RT-qPCR zum Nachweis und zur Differenzie-
rung der BCR-ABL1 -Varianten e13a2 und e14a2 sowie des Kontrollgens ABL1 wurde
das kommerziell erhältliche Lyophilisat „Cirrus Strips RNA“ (Fluorogenics Inc.) gemäß
den Herstellerangaben, wie in Tabelle 2.19 beschrieben, eingesetzt. Das Volumen des
Wassers kann entsprechend des eingesetzten Probenvolumens angepasst werden.
Tabelle 2.19: Zusammensetzung der Singleplex-RT-qPCR mit lyophilisiertem Master-
mix
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
Cirrus Strips RNA 1 Bead
Reverse Primer ABL1 oder BCR-ABL1 (10 µM) 0,6
Wasser variabel
RNA (<400 ng/µL) bzw. DNA-Standard (106–
100 cp/µL)
2,0 bzw. 19,4
Gesamtvolumen 20,0
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Zuerst wurde die Reverse Transkription bei 50 °C für 5min im 7500 Real-Time PCR-
System (Applied Biosystems) durchgeführt. Anschließend wurde 1,0 µL des jeweiligen
Primer-Sonden-Mixes (siehe Tabelle 2.16) hinzugegeben. Danach wurde die qPCR nach
folgendem Temperaturprotokoll im 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
durchgeführt: Initiale Denaturierung für 1min bei 95 °C, dann 50 Zyklen: 95 °C für 10 s,
60 °C für 30 s.
Triplex-RT-qPCR zum CML-Nachweis mit lyophilisiertem Mastermix
Zur Anpassung der etablierten Triplex-RT-qPCR zum Nachweis und zur Differenzie-
rung der BCR-ABL1 -Varianten e13a2 und e14a2 sowie dem Kontrollgen ABL1 in einem
Reaktionsansatz wurde das kommerziell erhältliche Lyophilisat „Cirrus Stirps RNA“
(Fluorogenics Inc.) gemäß den Herstellerangaben, wie in Tabelle 2.20 beschrieben, ein-
gesetzt. Das Volumen des Wassers kann entsprechend des eingesetzten Probenvolumens
angepasst werden.
Tabelle 2.20: Zusammensetzung der Triplex-RT-qPCR mit lyophilisiertem Mastermix
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
Cirrus Strips RNA 1 Bead
Reverse Primer ABL1 (10 µM) 0,6
Wasser Variabel
RNA (<400 ng/µL)bzw. DNA-Standard (106–
100 cp/µL)
2,0 bzw. 19,4
Gesamtvolumen 20,0
Zuerst wurde die Reverse Transkription bei 50 °C für 5min im 7500 Real-Time PCR-
System (Applied Biosystems) durchgeführt, anschließend wurden 3,6 µL des Primer-
Sonden-Mixe e13a2, e14a2 und ABL1 (siehe Tabelle 2.18) hinzugegeben. Danach wurde
die qPCR nach folgendem Temperaturprotokoll im 7500 Real-Time PCR System (Ap-
plied Biosystems) durchgeführt: Initiale Denaturierung für 1min bei 95 °C, dann 50
Zyklen: 95 °C für 10 s, 60 °C für 30 s.
2.2.3.7 Eintrocknen der Primer und Sonden zur Vorlagerung und Langzeitlagerung
Für die Vorlagerung der Primer und Sonden wurden 2µL des Singleplex-Primer-
/Sondenmixes (siehe Tabelle 2.16 und 2.18) in einem PCR-Strip bei 60 °C eingetrocknet.
Zusätzlich wurde je 1µL verschiedener Additive (25% Polyethylenglykol6000 (PEG6000),
3,8% Trehalose, 0,1% Xanthan, 2% Low-melt Agarose und Paraffin) nach dem Ein-
trockenprozess hinzugegeben und ebenfalls eingetrocknet. Anschließend wurden 11,5 µL
Taqman Universal Mastermix, 11,5µL Wasser und 2µL pDNA-Standard S3 hinzugege-
ben und die qPCR nach folgenden Temperaturprotokoll im 7500 Real-Time PCR-System
(Applied Biosystems) durchgeführt: 10 min Initiale Denaturierung, dann 50 Zyklen: 15 s
Denaturierung, 60 s Annealing/Elongation.
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Zusätzlich wurden die eingetrockneten Primer und Sonden (Singleplex- und Triplex-
Ansatz) mit PEG6000 bzw. ohne Additive auf ihre Fähigkeit zur Langzeitlagerung un-
tersucht. Hierfür wurde eine beschleunigte Lagerung im Wärmeschrank bei 55 °C für 42
Tage durchgeführt. Gemäß Berechnung nach Clark [103] entspricht dies einer Lagerung
von ca. 370 Tagen bei Raumtemperatur.
Die Berechnung der erwarteten Lagerungsstabilität erfolgt mit Hilfe der Gleichungen
2.2, 2.3 und 2.4. Hierbei wurden folgenden Parameter angenommen: Raumtemperatur
TRaum=20 °C, Lagerungstemperatur T =55 °C, Alterungsfaktor Q10=1,8 und Lage-
rungsdauer t= 42 d.
Beschleunigungsfaktor AAF = Q10((T−TRaum)/10) = 7, 82 (2.2)
Beschleunigte Alterung = t ·AAF = 328, 4 d (2.3)
Erwartete Lagerungsstabilität = beschleunigte Alterung + Lagerungsdauer
= 370, 4 d
(2.4)
Nach 42Tagen bei 55 °C, was einer berechneten Lagerungsdauer von 370,4Tagen bei
Raumtemperatur entspricht, wurde die RT-qPCR mit RNA-Proben und dem RT-qPCR-
Lyophilisat sowohl im Singleplex- als auch in Triplex-Ansatz, wie oben beschrieben (siehe
Tabelle 2.19 und 2.20), durchgeführt und zusätzlich eine Referenz ohne Lagerung mit-
geführt.
2.2.3.8 Referenzassays für den CML-Nachweis
Zur Überprüfung der etablierten Singleplex- bzw. Triplex-RT-qPCR wurden diese mit
zwei Referenzassays bezüglich ihrer Sensitivität verglichen. Zum einen wurde das publi-
zierte und empfohlene Two-Step RT-qPCR Protokoll des Europe Against Cancer (EAC)
Program [53,54] und zum anderen das nach dem International Scale standardisierte Qia-
gen Kit „ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit“ verwendet.
Two-Step RT-qPCR nach dem EAC Program
Die RT-qPCR wurde, wie in der Publikation Gabert et al. (2003) beschrieben, durch-
geführt. Hierfür wurde die Reverse Transkription, wie in Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben,
angesetzt und die anschließende PCR mit den EAC-Primern und -Sonden (siehe Tabelle
2.7) wie folgt durchgeführt:
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Tabelle 2.21: Zusammensetzung PCR-Mastermix nach EAC
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
Taqman Universal Mastermix (2x) 12,5
Forward Primer (10 µM) 0,75
Reverse Primer (10 µM 0,75
Sonde (10 µM) 0,5
Wasser 5,5
cDNA (<50 ng/µL) bzw. DNA-Standard (106–
100 cp/µL)
5,0
Gesamtvolumen 25,0
Die PCR wurde nach folgendem Temperaturprotokoll im 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) durchgeführt: Initiale Denaturierung für 10min bei 95 °C, dann
50 Zyklen: 95 °C für 15 s, 60 °C für 60 s.
ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen)
Das „ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR DX Kit“ (Qiagen) ist ein nach dem Interna-
tional Scale standardisierter Test zur Quantifizierung der Fusionstranskripte e13a2 und
e14a2 sowie des Kontrollgens ABL1. Der Test ist zur Therapieüberwachung und Verlaufs-
kontrolle der MRD geeignet. Der Nachweis wurde entsprechend der Herstelleranleitung
im 7500 Real-Time PCR-System (Applied Biosystems) durchgeführt.
2.2.3.9 Agarosegelelektrophorese
Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Analyse von Nukleinsäuren, wie z.B. PCR-
Produkten oder Restriktionsverdauen, verwendet. Die Agarose-Konzentration wurde in
Abhängigkeit der Länge der aufzutrennenden Nukleinsäuren mit 1×TAE-Puffer einge-
stellt. Für kleine Nukleinsäuren mit einer Länge von 100–2000 bp wurde ein 2%iges Aga-
rosegel eingesetzt. Für größere Fragmente (400–7.000 bp) wurde ein 1%iges Agarosegel
verwendet [4]. Es wurden ca. 10µL einer 0,025%igen Ethidiumbromidlösung in die aufge-
kochte Agaroselösung gegeben, um die Nukleinsäuren später detektieren zu können. Die
Proben wurden in 1×Ladepuffer aufgenommen. Als Laufpuffer diente 1×TAE-Puffer.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einer horizontalen Gelkammer bei 180V
für 30–60min unter Verwendung eines passenden Größenmarkers. Die Banden der nach
Größe und Struktur aufgetrennten Nukleinsäuren wurden mittels UV-Licht visualisiert
und dokumentiert.
2.2.3.10 Klonierung zur Herstellung eines pDNA-Standards
Zur Quantifizierung der BCR-ABL1 -Kopienzahl wurde eine Standardreihe benötigt.
Da für die BCR-ABL1 -Variante e13a2 kein kommerzielles Referenzmaterial, wie für
e14a2 und ABL1, zur Verfügung stand, wurde dieses durch Klonierung selbst hergestellt.
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Für die Klonierung der BCR-ABL1 -Variante in den Vektor pCRTM-Blunt II TOPO®
wurde das Zero BluntTM TOPO® PCR Cloning Kit (InvitrogenTM) verwendet und nach
Angaben des Herstellers durchgeführt. Das Plasmid pCRTM-Blunt II-TOPO® enthält
an den Enden Topoisomerasen I, die zur TOPO Blunt End Klonierung benötigt werden.
Zusätzlich enthält das Plasmid ein Kanamycin-Resistenzgen, welches zur Selektion der
transformierten Bakterien verwendet wird (siehe Abbildung 2.2).
Abbildung 2.2: Plasmidkarte des eingesetzten pCRTM-Blunt II-TOPO® Plasmids zur
TOPO Blunt-End-Klonierung. Das Plasmid enthält zwei Antibiotika-
resistenzgene, das lacZ -Gen für die Blau-Weiß-Selektion sowie zwei To-
poisomerasen an der Stelle, an der das PCR-Produkt eingefügt wird.
Diese Abbildung wurde modifiziert nach [104].
Für die cDNA-Synthese wurde die RNA e13a2 10-1 (Invivoscribe, 400 ng/µL) ver-
wendet und die RT, wie in Abschnitt 2.2.3.4 beschrieben, durchgeführt. Die PCR zur
Amplifikation des gewünschten e13a2 cDNA-Abschnittes für die Klonierung wurde, wie
in Abschnitt 2.2.3.5 beschrieben, mit den Klonierungsprimern (siehe Tabelle 2.8) durch-
geführt.
Die korrekte Amplifikation des ausgewählten Bereiches wurde mit Hilfe der Agarose-
gelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.2.3.9) überprüft. Anschließend wurde die entspre-
chende Bande aus dem Gel ausgeschnitten (Bande für e13a2 bei 576 bp) und mit dem
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„PureLink® Gel Extraction Kit“ (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers extrahiert.
Es wurden 4 µL des extrahierten Amplifikates für die Klonierung eingesetzt. Der Reak-
tionsansatz für die Klonierung sah wie folgt aus:
Tabelle 2.22: Zusammensetzung der Klonierungsreaktion mit dem Zero Blunt TOPO®
PCR Cloning Kit
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
PCR-Produkt 4,0
Salzlösung 1,0
Linearisierer, Topoisomerase I-aktivierter pCR™
Blunt II-TOPO® Vektor
1,0
Gesamtvolumen 6,0
Die Klonierungsreaktion wurde bei Raumtemperatur für 5min inkubiert. Die Transfor-
mation erfolgte in chemisch-kompetenten E.coli TOP10 (Invitrogen) durch Hitzeschock
bei 42 °C für 30 s und anschließender Zugabe von S.O.C. Medium. Für die Kultivierung
der Transformanten wurden 10µL, 30µL und 50 µL Bakterienlösung auf LB-Agarplatten
mit Kanamycin ausplattiert und über Nacht bei 37 °C kultiviert. Es wurden 5–10 Klo-
ne gepickt und anschließend in Flüssigkultur (5-10mL LB-Medium mit Kanamycin) bei
37 °C und 1300 rpm über Nacht für die Plasmidanalyse mittels Restriktionsverdau und
PCR angezogen. Zusätzlich wurden diese zur kurzfristigen Aufbewahrung auf einer neu-
en LB-Agarplatte mit Kanamycin ausplattiert.
Zur Analyse der positiven Klone wurde das Plasmid mit dem PureLink® Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen) aufgereinigt und anschließend die Plasmide auf den Erhalt
des korrekten Inserts mit den nachfolgend beschriebenen Methoden überprüft.
Restriktionsverdau
Für die Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA wurden die Restriktionsenzyme BamH I
und KpnI (FastDigest Enzyme, Thermo Fisher Scientific) mit Hilfe der ApE-Software
ausgewählt. Für BamH I gibt es eine Schnittstelle im Vektor mit Insert (Länge 4095 bp),
für KpnI sowohl im Vektor als auch im Insert. Die zu erwartenden Fragmentlängen betru-
gen für den Restriktionsverdau mit KpnI 495 bp und 3600 bp bzw. bei invers eingebautem
Insert 179 bp und 3916 bp. Anschließend wurden die Fragmente mittels Agarosegelelek-
trophorese (1% Agarose, siehe Kapitel 2.2.3.9) analysiert. Die Durchführung des Restik-
tionsverdaus erfolgte nach den Angaben des Herstellers mit maximal 1 µg Plasmid-DNA
im 10×FastDigest GreenBuffer. Nach der Inkubation bei 37 °C für 5min wurde der Re-
striktionsverdau im Gel überprüft.
Sequenzierung
Die Klone, die sowohl im Restiktionsverdau als auch in der PCR ein positives Ergebnis
lieferten, wurden zusätzlich sequenziert. Dies wurde bei der Firma GATC Biotech AG
(Konstanz, Deutschland) unter Verwendung der Sequenzierungsprimer aus dem TOPO
Blunt-End-Klonierungs Kit in Auftrag gegeben.
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2.2.4 Lab-on-a-Chip-Integration
In der LoC-Kartusche (siehe Kapitel 1.3.3 zur genauen Beschreibung) stehen zwei
Stränge mit drei Kammern, sowie zwei Mastermixkammern zur Vorlagerung eines Master-
mix-Lyophilisates zur Verfügung. Für die Integration des CML-Assays wurde der rechte
Strang für die Durchführung der RT-qPCR und der linke Strang für die Aufbewahrung
der Eluate nach der RNA-Aufreinigung verwendet (siehe Abbildung 2.3).
Abbildung 2.3: Darstellung der LoC-Kartusche der Robert Bosch GmbH und die Ver-
wendungsmöglichkeiten des mikrofluidischen Netzwerkes. Die drei lin-
ken Kammern wurden für die Aufnahme des Eluates nach der RNA-
Aufreinigung verwendet. Die drei rechten Kammern zur Durchführung
der RT-qPCR. Zusätzlich ist ein Silika-Filter integriert und es gibt
Kammern zur Vorlagerung des RT-qPCR-Lyophilisates [3].
Für die Erstellung fluidischer Abläufe wurde die Software „Fluculator“ verwendet. Die
Benutzeroberfläche des Programms ist in Abbildung 2.4 abgebildet. Es stehen verschie-
dene Einzelfunktionen zur Programmierung der Fluidik zur Verfügung, wie Schalten,
Pumpen, Loop etc.. Die Funktionen sind in Tabelle 2.23 erklärt. Zyklenanzahl (Pump-
hübe, PCR), Temperaturen und Haltezeiten werden ebenfalls im Fluculator eingestellt.
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Abbildung 2.4: Darstellung der Fluculator-Benutzeroberfläche. Damit können fluidi-
sche Ablaufprogramme Schritt für Schritt erstellt werden. Es wird der
mögliche Ablauf angezeigt und es können Einstellungen der Tempe-
ratur an den einzelnen Heizern, der Zeit und der Funktion (Pumpen,
Schlaten etc.) vorgenommen werden [3]].
Tabelle 2.23: Beschreibung der Funktionen in der Fluculator-Software zur Durchfüh-
rung mikrofluidischer Abläufe
Funktion Beschreibung
Schalten Zur Ansteuerung (Öffnen oder Schließen) von Ventilen
und Kammern
Pumpen Pumpen von Flüssigkeit über die Ansteuerung von
Kammern und den direkten Ventilen davor und danach
im System
Loop Wiederholung aufeinanderfolgender Schritte, beispiels-
weise in der PCR
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Tabelle 2.23: Beschreibung der Funktionen in der Fluculator-Software zur Durchfüh-
rung mikrofluidischer Abläufe (Fortsetzung)
Pause Fluidischer Ablauf pausiert in der Stellung des voran-
gegangenem Schrittes u.a. zum Befüllen der Reservoire
Take Pic Bildaufnahme der untersten PCR-Kammer zur Detek-
tion / Fluoreszenzaufnahme
Peristaltisches Pumpen Definierter Flüssigkeitstransport mittels geringer Volu-
mina durch zyklisches, aufeinanderfolgendes Schalten
von mind. 3 Ventilen
2.2.4.1 LoC-Integration der RNA-Aufreinigung
Beide etablierten Methoden für die RNA-Aufreinigung basierend auf dem Silika-Filter
oder den Oligo(dT)-Beads wurden in die LoC-Kartusche integriert. Hierfür mussten
fluidische Abläufe erstellt werden. Die Kartuschen wurden mit den Reagenzien in den
jeweiligen Reagenzienvorlagerungskammern befüllt und enthielten entweder den Porex
Silika-Filter Grade D mit Fritte oder einen Cellulosenitrat-Filter zur Abtrennung der
Oligo(dT)-Beads in der Arraykammer der Kartusche (siehe Abbildung 2.5).
Abbildung 2.5: Einbauvarianten der verschiedenen Filter für die Aufreinigungsstrategi-
en Silika-Filter und Oligo(dT)-Beads. Für die Silika-basierte Aufreini-
gung (Variante 1) wurde der Silika-Filter mit Fritte eingelegt. Für die
Oligo(dT)-basierte Bead-Aufreinigung wurde der Cellulosenitrat-Filter
mit der Fritte in die Arraykammer eingelegt und am Rand verklebt.
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Silika-basierte RNA-Aufreinigung mit selektiver Blutlyse
Das Vorgehen bei der LoC-integrierten Aufreinigung von RNA aus Vollblut mit selektiver
Blutlyse beinhaltete zuvor die manuelle Probenvorbereitung des Vollblutes. Hierfür wur-
de die selektive Blutlyse, wie in Kapitel 2.2.3.2 beschrieben, mit 500 µL Vollblut durchge-
führt. Anschließend wurde das Leukozytenpellet in 350 µL Lysepuffer LP-07 mit 40mM
DTT aufgenommen, resuspendiert und in die Probeneingabekammer der LoC-Kartusche
überführt. Diese wurde versiegelt und die Kartusche in das LoC-System (Prototyp 1)
eingelegt. Die LoC-Ansteuerung wurde über das Programm „Schaltlogik“ gestartet und
eine Druckdifferenz an das System angelegt (Druck ca. 1,6 bar und Vakuum -0,6 bar).
Die benötigten Reagenzien wurden wie in Tabelle 2.24 in die Reagenzienvorlagerungs-
kammern eingefüllt.
Tabelle 2.24: Vorlagerung der Reagenzien für die RNA-Aufreinigung mit selektiver
Blutlyse in der LoC-Kartusche
Puffer und benötigtes Volumen Vorlagerungskammer
350 µL Bindepuffer BP-23 R21
700 µL Waschpuffer WB-01 R13
160 µL DNase (Qiagen) R23
700 µL Elutionspuffer EB-02 R11
Die schematische Darstellung des fluidischen Ablaufes der Silika-basierten RNA-Auf-
reinigung mit selektiver Blutlyse in der LoC-Kartusche ist in Abbildung 2.6 dargestellt.
Der Bindepuffer BP-23 wurde zum Lysat in die Probeneingabekammer gepumpt. An-
schließend wurde durch zyklisches Pumpen des Lysates gemischt. Die Probe wurde dann
über den Silika-Filter in den Abfallbehälter gepumpt. Daraufhin wurde vor und nach
dem 15-minütigen DNase-Verdau auf dem Filter mit ca. 300 µL WB-01 gewaschen. Als
letzter Schritt erfolgte die Elution (3 x 20µL) bei 40 °C von unten über den Filter. Das
Eluat (Fraktion 2 und 3) konnte durch Anbohren des Kanals für die weitere Analyse
mittels RT-qPCR (siehe Kapitel 2.2.3.6) und/oder Agilent Bioanalyzer/NanoDrop (sie-
he Kapitel 2.2.3.3) entnommen werden und im Vergleich zum manuellen Assay oder der
Qiagen-Referenz betrachtet werden.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der RNA-Aufreinigung mit selektiver Blutly-
se in der LoC-Kartusche. Das Leukozytenpellet wurde mittels selekti-
ver Lyse aus 500 µL Vollblut manuell hergestellt. Das Leukozytenpellet
wurde in Lysepuffer LP-07 mit 40mM DTT aufgenommen und in die
LoC-Kartusche eingegeben. Die Reagenzien für die Aufreinigung wur-
den eingefüllt und die RNA-Aufreinigung wurde gestartet. Die Schritte
von der Zugabe des Bindepuffers bis zur Elution fanden automatisiert
in der Kartusche statt und sind über den einzelnen Kartuschenabbil-
dungen beschrieben.
Silika-basierte RNA-Aufreinigung mit Gesamtblutlyse
Die LoC-RNA-Aufreinigung basierend auf der Gesamtblutlyse mit Silika-Filter wurde
vollständig in der LoC-Kartusche durchgeführt. Hierfür wurden 400 µL EDTA-Blut in
die Probeneingabekammer gegeben und diese verschlossen. Anschließend wurde die LoC-
Kartusche in das LoC-System (Prototyp 1) eingelegt. Die LoC-Ansteuerung wurde über
das Programm „Schaltlogik“ gestartet und eine Druckdifferenz an das System angelegt
(Druck ca. 1,6 bar und Vakuum -0,6 bar). Die benötigten Reagenzien wurden wie in
Tabelle 2.25 in die Reagenzienvorlagerungskammern eingefüllt.
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Tabelle 2.25: Vorlagerung der Reagenzien für die RNA-Aufreinigung mit Gesamtblut-
lyse in der LoC-Kartusche
Puffer und benötigtes Volumen Vorlagerungskammer
400 µL Lysepuffer BL-03 R33
50 µL Proteinase K R12
400 µL Bindepuffer BP-23 R21
700 µL Waschpuffer WB-02 R22
700 µL Waschpuffer WB-03 R13
160 µL DNase (Qiagen) R23
700 µL Elutionspuffer EB-02 R11
Die schematische Darstellung des fluidischen Ablaufes der Silika-basierten RNA-Auf-
reinigung mit Gesamtblutlyse in der LoC-Kartusche ist in Abbildung 2.7 dargestellt. Der
Lysepuffer BL-03 wurde zum Blut in die Probeneingabekammer gepumpt. Anschließend
wurde die Proteinase K hinzugegeben und durch zyklisches Pumpen gemischt. Darauf-
hin erfolgte für 10min der Proteinase K-Verdau bei Raumtemperatur und zyklischem
Mischen. Nach der Inkubation wurden 400µL Bindepuffer BP-23 zum Lysat in die Pro-
beneingabekammer gepumpt und durch zyklisches Pumpen des Lysates gemischt. Die
Probe wurde dann über den Silika-Filter in den Abfallbehälter gepumpt. Anschließend
wurde mit jeweils 300 µL Waschpuffer WB-02 und WB-03 gewaschen. Darauf folgte
der 15-minütige DNase-Verdau auf dem Filter und ein letzter Waschschritt mit 300 µL
Waschpuffer WB-03. Als letzter Schritt erfolgte die Elution (3 x 20µL) bei 40 °C von
unten über den Filter. Das Eluat (Fraktion 2 und 3) konnte durch Anbohren des Kanals
für die weitere Analyse mittels RT-qPCR (siehe Kapitel 2.2.3.6) und/oder Gelelektro-
phorese oder photometrischer Analyse mittels Agilent Bioanlyzer bzw. NanoDrop (siehe
Kapitel 2.2.3.3) entnommen und im Vergleich zum manuellen Assay oder zu den Refe-
renzkits betrachtet werden.
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der RNA-Aufreinigung mit Gesamtblutlyse
in der LoC-Kartusche. Es wurden 400 µL Vollblut direkt in die Proben-
eingabekammer der LoC-Kartusche eingegeben. Die Reagenzien für die
Aufreinigung wurden eingefüllt und die RNA-Aufreinigung gestartet.
Alle Schritte von der Zugabe des Lysepuffers bis zur Elution fanden
automatisiert in der Kartusche statt und sind über den einzelnen Kar-
tuschenabbildungen beschrieben.
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Oligo(dT)-basierte RNA-Aufreinigung
Für das angepasste Oligo(dT)-Protokoll wurde die LoC-Kartusche mit einem Filter in
der Arraykammer zur Abtrennung der Oligo(dT)-beschichteten Beads (Sigma Aldrich,
GenEluteTM direct mRNA Miniprep Kit) ausgestattet (Abbildung 2.5 Variante 2). Die
eingesetzte Probe (Zellpellet, Leukozytenpellet oder 500µL Vollblut) wurde mit 500 µL
BL-01, 500µL PBS (nur bei Zellpellets nötig) und 10µL Proteinase K versetzt. An-
schließend erfolgte die Inkubation für 15min bei Raumtemperatur und 1300 rpm. Nach
dem Proteinase K-Verdau wurden 25µL Oligo(dT)-Beads hinzugegeben, gemischt und
für 15min inkubiert. Dieses Probenlysat mit Beads wurde nach der Inkubation in die
Probeneingabekammer der Kartusche überführt. Die benötigten Puffer für die mRNA-
Aufreinigung wurden wie in Tabelle 2.26 in den Vorlagerungskammern der Kartusche
bereitgestellt.
Tabelle 2.26: Vorlagerung der Reagenzien für die RNA-Aufreinigung mit Oligo(dT)-
Beads in der LoC-Kartusche
Puffer und benötigtes Volumen Vorlagerungskammer
500 µL Waschpuffer Wash Solution (WS) R13
500 µL Waschpuffer Low Salt Wash Buffer (LSW) R11
500 µL Elutionspuffer Elute (E) R33
In der LoC-Kartusche wurden die Oligo(dT)-Beads durch eine Filtration in der Ar-
raykammer abgetrennt. Hierfür wurde das Lysat mit den Beads durch die mit einem
Filter ausgestattete Arraykammer gepumpt. Die Beads wurden durch den integrierten
Filter zurückgehalten und das Lysat wurde in den Abfallbehälter gepumpt. Anschlie-
ßend folgten zwei Waschschritte mit den Waschpuffern Wash Solution und Low Salt
Wash Buffer (Sigma Aldrich). Zuletzt wurde die Arraykammer mit den Oligo(dT)-Beads
mit ca. 100 µL Elutionspuffer Elute (Sigma Aldrich) gefüllt und die Elution bei 65 °C
durchgeführt. Das Eluat wurde anschließend von oben aus der Arraykammer gesaugt (4
Eluatfraktionen, gepoolt zu zwei Eluaten, siehe Abbildung 2.8).
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Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der mRNA-Aufreinigung mit den Oligo(dT)-
Beads in der LoC-Kartusche. Die Probe bestehend aus Lysat und
Oligo(dT)-Beads wurde manuell hergestellt und in die Probeneinga-
bekammer überführt. Die Reagenzien für die Aufreinigung wurden
eingefüllt und die mRNA-Aufreinigung wurde gestartet. Die Schritte
von der Bead-Abtrennung bis zur Elution fanden automatisiert in der
Kartusche statt und sind über den einzelnen Kartuschenabbildungen
beschrieben.
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2.2.4.2 LoC-Integration der RT-qPCR
Etablierung des Temperaturprofils
Die Übertragung des RT-qPCR Temperaturprotokolls vom qPCR-Cycler auf das LoC-
System war nicht eins zu eins umsetzbar, da es Unterschiede in der technische Ausstat-
tung der beiden Systeme gab. Beispielsweise enthält der qPCR-Cycler Peltier-Elemente
für eine statische PCR, wohingegen das LoC-System statische Heizer für eine dynami-
sche PCR aufweist. Auf Grund dessen war es notwendig, Thermomessungen zur Ermitt-
lung der Temperatureinstellungen und Aufheiz- bzw. Abkühlzeiten sowie der Haltezeiten
durchzuführen. Es wurden speziell präparierte Kartuschen mit Thermoelementen in den
PCR-Kammern aufgebaut. Während des Aufbauprozesses wurden die Thermoelemente
(Typ T, Farnell) an die entsprechende Position zwischen den Fluidic Layer und den
Pneumatic Layer eingelegt (siehe Abbildung 2.9). Über die so verbauten Thermoele-
mente konnten mittels einer NI-Karte die Temperaturen in der Flüssigkeit mit dem
Programm „Schaltlogik“ aufgezeichnet werden. Durch die Messung der eingetragenen
Temperaturen in den PCR-Mix konnten dann die Aufheiz- und Abkühlzeiten sowie die
einzustellenden Temperaturen an den Heizern ermittelt werden.
Abbildung 2.9: Aufbau einer Thermokartusche zur Temperaturmessung in einer LoC-
Kartusche. Die Thermoelemente Typ T wurden während des Aufbau-
prozesses der Kartusche in die PCR-Kammern eingelegt. Die Lage der
Thermoelemente sollte zentral in den PCR-Kammern 1-3 sein, um ein
geeignetes Temperaturprofil für die PCR in der LoC-Kartusche zu er-
mitteln.
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Kartuschenvorbereitung für die RT-qPCR
Für die Durchführung der RT-qPCR in der LoC-Kartusche musste diese dementspre-
chend vorbereitet werden. Zum einen wurden im Fluidic Layer in der PCR1-Kammer die
Primer und Sonden für den Triplex-Ansatz eingetrocknet und anschließend mit PEG6000
überschichtet. Hierfür wurden 3,6µL Primer-Sonden-Mix (siehe Tabelle 2.18) bei Raum-
temperatur eingetrocknet, anschließend mit 1 µL einer 20%igen PEG6000-Lösung über-
schichtet und ebenfalls bei Raumtemperatur eingetrocknet. Zum anderen wurde das
lyophilsierte RT-qPCR Bead mit dem reverse Primer ABL1 für die Reverse Transkrip-
tion in der Mastermixkammer 1 oder 2 vorgelagert. Hierfür wurde 0,9µL reverse Primer
ABL1 (10 µM) bei Raumtemperatur eingetrocknet und anschließend 1,5 Beads in der
Vorlagerungskammer vorgelegt. Die Erhöhung der Bead-Menge resultierte daraus, dass
die Mastermixkammer in der Kartusche ca. 24µL fasst. Da das Bead aber in einem
Volumen von 20 µL gelöst werden soll, wurde die Bead-Menge auf 1,5-fach erhöht, um
das erhöhte Volumen der Mastermixkammer und spätere Verdünnungen während des
Transfers in die PCR-Kammern zu kompensieren. Eine schematische Darstellung der
präparierten Kartusche ist in Abbildung 2.10 zu sehen.
Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der bestückten Kartusche mit vorgelager-
tem RT-qPCR Bead entweder in der Mastermixkammer 1 oder 2 und
eingetrocknetem Primer-Sonden-Mix in Kammer PCR1.
Fluidische Abläufe
A) Triplex-RT-qPCR mit außerhalb der LoC-Kartusche gelöstem Bead
Für die ersten Versuche zur Integrierbarkeit und Charakterisierung der Triplex-RT-
qPCR im LoC-System (Prototyp 2) wurde ein achtfacher Mastermix mit verschiede-
nen RNA-Verdünnungen (10-1 bis 10-5), wie in Tabelle 2.27 beschrieben, angesetzt und
die Beads dafür außerhalb der LoC-Kartusche gelöst. Das erhöhte Ausgangsvolumen
im Gegensatz zum eigentlichen Volumen der PCR-Kammer in der Kartusche wurde in
diesen Versuchen benötigt, um eine Verdünnung des Mastermixes durch die zuvor durch-
geführten Spülschritte zu verhindern und eine blasenfreies Befüllung zu erreichen. Der
Mastermix wurde in die Vorlagerungskammer gegeben, die ermittelten Temperaturen
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für die RT-qPCR aus der Thermomessung angelegt und, wie in Abbildung 2.11 gezeigt,
prozessiert. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Triplex-RT-qPCR mit den Fluoreszenz-
farbstoffen FAM, Cy5 und HEX in das LoC-System integriert werden, jedoch konnte
durch technische Limitierungen des Geräte-Prototyps immer nur ein Filter in das Gerät
eingebaut werden, d.h. es konnte pro Lauf nur ein Target detektiert werden. Für die An-
steuerung des LoC-Gerätes wurden die Software „Schaltlogik“ und „Hibiskus“ benötigt.
Die Kameraeinstellung für die Aufnahmen nach jedem Zyklus waren folgende: Belich-
tungszeit 500ms (FAM/Cy5) bzw. 200ms (HEX), 50 Bilder mit einer Verzögerung von
107 s und LED Intensität 100 lm/W. Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte
mit Matlab.
Tabelle 2.27: Zusammensetzung des RT-qPCR-Mastermixes für den LoC-Ablauf
Komponenten Volumen/Ansatz [µL]
Cirrus Strips RNA 8 Beads
reverse Primer (10 µM) 4,8
EB-02 139,2
RNA-Probe (<400 ng/µL) 16
Gesamtvolumen 160,0
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Abbildung 2.11: Schematischer Ablauf der Fluidik für die RT-qPCR in der LoC-
Kartusche. Der Mastermix wird außerhalb der LoC-Kartusche ange-
setzt und anschließend in die LoC-Kartusche eingezogen. Daraufhin
folgen die Reverse Transkription in der PCR2-Kammer, das Lösen
der Primer und Sonden in der PCR1-Kammer, gefolgt von der initia-
len Denaturierung in der PCR2-Kammer und 50 PCR-Zyklen in der
PCR2- bzw. PCR3-Kammer.
B) Triplex-RT-qPCR mit Bead-Lösen in der LoC-Kartusche
Im nächsten Schritt der LoC-Integration wurde das RT-qPCR Bead in der Kartusche
gelöst. Hierfür wurden die Kartuschen mit 1,5 Beads und eingetrocknetem reverse Pri-
mer ABL1 (wie in Abschnitt „Kartuschenvorbereitung für die RT-qPCR“ beschrieben)
aufgebaut. Für die Durchführung des Löseprozesses und der anschließenden RT-qPCR
musste nun nur die Probe bestehend aus Template und EB-02 in die Kartusche einge-
geben werden. Hierfür wurde eine RNA-Probe in EB-02 mit einem Volumen von 220µL
angesetzt und in die Vorlagerungskammer eingegeben, nach Befüllung der LoC-PCR-
Kammern entsprach dies einer RNA-Konzentration von ca. 10 ng/PCR-Reaktion. Das
Bead wurde mittels peristaltischem Pumpen gelöst. Dabei wurden die Ventile, die vor
und hinter der Mastermixkammer liegen, der Reihe nach geschaltet, so dass ein Trans-
port der Flüssigkeit stattfand. Anschließend wurden die ermittelten PCR-Temperaturen
und -Zeiten angelegt und der gelöste Mastermix von der Mastermixkammer in den PCR-
Strang überführt, in dem dann die RT-qPCR, wie in Abbildung 2.11 schematisch dar-
gestellt, stattfinden konnte. Die Einstellungen der Kamera und des Gerätes waren wie
zuvor beschrieben.
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2.2.4.3 LoC-Gesamtablauf
Der fluidische Ablauf für einen Gesamtablauf im LoC-System beruht auf der Zu-
sammenschaltung der zuvor etablierten LoC-Einzeloperationen „Silika-basierte RNA-
Aufreinigung mit selektiver Blutlyse“, „RT-qPCR Bead lösen mittels peristaltischem
Pumpen“ und „Triplex-RT-qPCR“.
Beim LoC-Gesamtablauf für den CML-Assay wurden alle Assayschritte von der RNA-
Extraktion aus dem Leukozytenpellet, über die RT-qPCR bis hin zur Detektion im LoC-
System (Prototyp 2) durchgeführt. Lediglich die Probenvorbereitung des Vollblutes mit-
tels selektiver Blutlyse (siehe Kapitel 2.2.3.2) und die anschließende Auswertung in Mat-
lab erfolgten manuell bzw. außerhalb des LoC-Systems. Es wurden die LoC-Kartuschen,
wie in Abschnitt 2.2.4.2 beschrieben, vorbereitet und enthielten 1,5 RT-qPCR Beads,
eingetrocknete Primer/Sonden und den Silika-Filter Grade D (Porex) mit Fritte. Das
Leukozytenpellet wurde nach der selektiven Lyse von 500 µL Blut in 350µL Lysepuffer
LP-07 mit 40mM DTT aufgenommen, in die Probeneingabekammer eingegeben und
diese verschlossen. Die benötigten Puffer für die RNA-Aufreinigung wurden wie in Ta-
belle 2.24 in die Reagenzienvorlagerungskammern eingefüllt und der Ablauf gestartet.
Die Einstellungen der Kamera und des Gerätes waren wie zuvor beschrieben. Da kon-
struktionsbedingt nur ein Filter am LoC-Gerät eingesetzt werden konnte, wurde immer
nur ein Target pro Lauf detektiert.
2.2.5 Evaluierung mit Realproben und Probenmodell
Die Realproben zur Überprüfung des etablierten, manuellen und LoC-integrierten
CML-Assays wurden vom Robert-Bosch-Krankenhaus zur Verfügung gestellt. Die Pro-
ben stammten von 3 Patienten und 2 gesunden Spendern. Bei einem der Patienten
wurden zusätzlich Verlaufskontrollen zur Verfügung gestellt. Die Leukozytenkonzentra-
tion der jeweiligen Blutproben wurde vom Robert-Bosch-Krankenhaus zur Verfügung
gestellt. Auf Grund dessen wurde das eingesetzte Volumen der Blutprobe festgelegt. Ei-
ne Übersicht über die Patientenproben ist in Tabelle 2.28 dargestellt.
Tabelle 2.28: Informationen zu Patientenproben
Blutprobe Geschlecht Therapiestatus Leukozytenkonz. [c/µL]
Patient 1.1 männlich Patient 1, frisch
diagnostiziert
50.000
Patient 1.2 männlich Patient 1, 1 Mo-
nat unter Thera-
pie
2.800
Patient 1.3 männlich Patient 1, 2 Mo-
nate unter Thera-
pie
3.800
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Tabelle 2.28: Informationen zu Patientenproben (Fortsetzung)
Patient 1.4 männlich Patient 1, 3 Mo-
nate unter Thera-
pie
3.900
Patient 2 männlich unter Therapie 4.200
Patient 3 weiblich frisch diagnosti-
ziert
13.400
Spender 1 weiblich gesund n.b.
Spender 2 männlich gesund n.b.
Basierend auf der Leukozytenkonzentration wurde das eingesetzte Volumen der Blut-
proben festgelegt. Die Proben wurden zum einen im manuellen Assayablauf getestet,
d.h. Durchführung der selektiven Lyse von 50µL oder 500µL Vollblut mit anschließender
Silika-basierter RNA-Aufreinigung und der BCR-ABL1 Triplex-RT-qPCR („QuantiNo-
va Multiplex RT-PCR Mastermix“ (Qiagen), siehe Kapitel 2.2.3.6). Durch Quantifizie-
rung der Konzentrationen der Fusionsvariante e13a2 oder e14a2 und des Kontrollgens
ABL1 konnte das Verhältnis von BCR-ABL1 zu ABL1 gebildet werden, wodurch eine
Aussage über das Ansprechen auf die Therapie gemacht werden konnte.
Zum anderen wurden die Patientenproben im LoC-Assay getestet. Dabei wurde eben-
falls die selektive Blutlyse manuell durchgeführt, anschließend lief der gesamte Prozess
jedoch automatisiert in der LoC-Kartusche, wie in Abschnitt 4.2.3 beschrieben, ab. Die
Filterauswahl im LoC-System zur Detektion der Fluoreszenz wurde auf Grund der zuvor
bezüglich der Fusionsvariante ausgewerteten PCR im qPCR-Cycler getroffen. Die Am-
plifikationskurven der manuellen Ergebnisse und der LoC-Ergebnisse wurden verglichen.
Als Referenz wurden die Proben teilweise am Robert-Bosch-Krankenhaus auf BCR-
ABL1 und GAPDH getestet und das Ergebnis zur Verfügung gestellt.
Zusätzlich wurden alle Proben (eingesetztes Volumen 50 µL bzw. 500µL) auch noch-
mal mit dem „QIAmp® RNA Blood Mini Kit“ und dem für Diagnostikanwendungen
zugelassenen „ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit“ von Qiagen nach Angaben des
Herstellers prozessiert.
Des Weiteren wurden die etablierten Protokolle und der LoC-Gesamtablauf mit den
Zelllinien K-562 bzw. BV-173, welche positiv für die Fusionsvariante e14a2 bzw. e13a2
sind, charakterisiert. Hierfür wurden 500µL Blut mit einer Verdünnungsreihe von 106
bis 100 der jeweiligen Zellen versetzt. Dieser Ansatz wird im folgenden als „künstli-
ches Probemodell“ bezeichnet. Anschließend wurden diese künstlichen Proben mit dem
etablierten Silika-basierten Aufreinigungsprotokoll und selektiver Blutlyse aufgereinigt
und dann mit der BCR-ABL1 Triplex-RT-qPCR („QuantiNova Multiplex Mastermix“
(Qiagen), siehe Kapitel 2.2.3.6), getestet. Des Weiteren wurden die gleichen künstlichen
Probenmodelle auch im LoC-System prozessiert.
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3.1 Etablierung LoC-kompatibler Protokolle
Für die Integration eines CML-Assays von der Probenvorbereitung über die RNA-
Aufreinigung bis hin zur RT-qPCR mit Detektion mussten die einzelnen Schritte an
die technischen Spezifikationen des LoC-Systems bezüglich folgender Prozessparameter
angepasst werden: Volumen, Pufferzusammensetzung und RT-qPCR Temperaturen. In
den folgenden Kapiteln ist die Etablierung der LoC-kompatiblen Protokolle beschrieben.
Alle Versuche wurden in technischen Replikaten (n) durchgeführt.
3.1.1 Probenvorbereitung und RNA-Extraktion aus Vollblut
Die Probenvorbereitung aus Vollblut wurde in der vorliegenden Arbeit über zwei ver-
schiedenen Ansätzen verfolgt. Zum einen wurde eine selektive Lyse der Erythrozyten
durchgeführt, um anschließend ein Leukozytenpellet zu erhalten, welches in die spä-
tere RNA-Aufreinigung eingesetzt wird. Zum anderen fand eine Gesamtblutlyse statt,
bei der alle Bestandteile des Vollblutes simultan lysiert werden und das gesamte Ly-
sat für die RNA-Aufreinigung verwendet wird. Des Weiteren wurden in dieser Arbeit
zwei RNA-Aufreinigungsmethoden bezüglich ihrer Effizienz betrachtet: Silika-basierte
Aufreinigung und Oligo(dT)-basierter Aufreinigung. Im ersten Ansatz wurde Gesamt-
RNA aus dem Leukozytenpellet oder dem Blutlysat mittels Silika-Filter extrahiert (siehe
Kapitel 3.1.1.1). In einem weiteren Ansatz wurde spezifisch mRNA mittels Oligo(dT)-
beschichteter Beads (Sigma Aldrich) isoliert (siehe Kapitel 3.1.1.2). In den folgenden zwei
Kapiteln werden die Ergebnisse der etablierten LoC-kompatiblen RNA-Aufreinigungs-
protokolle mit der jeweiligen Probenvorbereitung und der verwendeten Extraktionsme-
thode beschrieben.
3.1.1.1 Silika-basierte Aufreinigungsstrategien
Selektive Blutlyse
Zuerst wurden für die selektive Blutlyse ein geeigneter selektiver Erythrozyten-Lysepuffer
und ein geeignetes Protokoll etabliert. Hierfür wurden verschiedene Puffer aus der Litera-
tur [96–98] angesetzt und in verschiedenen Volumenverhältnissen und Inkubationszeiten
mit dem Vollblut getestet (siehe Tabelle 2.4). Als Referenz wurde die selektive Blutly-
se aus dem Qiagen Kit „QIAmp® RNA Blood Mini Kit“ eingesetzt und ein optischer
Vergleich der Leukozytenpellets bezüglich Größe und Reinheit (rote Färbung durch Ery-
throzyten bzw. Häm) durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.1 zu sehen. Es
konnte festgestellt werden, dass eine zu kurze Inkubationsdauer von 2min unabhängig
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von der Verdünnung Blut:Puffer häufig zu keiner zufriedenstellenden Lyse der Erythro-
zyten führte. Nach 2min war bei dem Puffer RBC-4 2min sogar eine vollständige Lyse
aller Zellen erreicht, was sich dadurch zeigte, dass sich kein Leukozytenpellet mehr bil-
dete. Lediglich der Puffer RBC-5 zeigte bereits eine effiziente Lyse der Erythrozyten,
jedoch war nach 2min noch eine leichte Rotfärbung des Leukozytenpellets festzustellen
im Vergleich zum Lysepuffer des Qiagenkits. Nach einer Inkubationszeit von 5min klärte
sich die Lösung auch bei RBC-1 und RBC-2. Nach 10min konnte für alle selektiven Blu-
tysepuffer eine Lyse der Erythrozyten erreicht werden und es konnte eine Klärung der
Lösung der Lösung festgestellt werden. Das beste Ergebnis und ein vergleichbar weißes
Leukozytenpellet wie bei der Referenz von Qiagen (Verdünnung 1:6 (Blut:Puffer), 10min
Inkubation) wurde mit dem Puffer RBC-5 nach einer Inkubationszeit von mindestens
10min erzielt. Mit diesem Puffer war eine Verdünnung des Blutes von 1:3 ausreichend,
um eine vollständige Lyse der Erythrozyten und nachfolgend ein weißes Leukozytenpellet
zu erhalten.
Abbildung 3.1: Ergebnisse der selektiven Lyse von Erythrozyten aus 500µL Vollblut.
Als Maß für die Menge und Reinheit der extrahierten Leukozyten wur-
de die Größe und Färbung des Leukozytenpellets nach selektiver Ery-
throzytenlyse mit verschiedenen selektiven Puffern RBC-1 bis RBC-5,
Inkubationszeiten und Verdünnungen von Blut mit den genannten se-
lektiven Blutlysepuffern im Vergleich zum Qiagenprotokoll beurteilt.
Das optisch reinste Leukozytenpellet wurde nach 10-minütiger Inku-
bation der Vollblutprobe mit einer 1:3 Verdünnung in RBC-5 Puffer
erzielt (rot hervorgehobene Abbildung).
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Nach der Etablierung eines geeigneten Protokolls für die selektive Lyse von Erythrozy-
ten aus 500 µL Blut wurde die RNA-Aufreinigung für die spätere LoC-Integration adap-
tiert. Hierfür mussten Pufferkompatibilität und -volumina berücksichtigt werden. In ers-
ten Austestungen wurden 15 diverse Zusammensetzungen von Leukozyten-Lysepuffern
getestet, welche sich aus Literaturrecherchen ergaben [9,94,105,106]. Die verschiedenen
Pufferzusammensetzungen ergaben sich aus der Variation des chaotropen Salzes (GuH-
Cl oder GuSCN), der Konzentrationen und der Zugabe verschiedener Detergenzien. Zu-
sätzlich wurden die Lysepuffer mit und ohne die Zugabe eines proprietären Bindepuffers
getestet. Der Silika-Filter Grade B von Porex Technologies GmbH und der Waschpuffer
WB-01 wurden aus bereits etablierten Protokollen übernommen. Für die verschiedenen
Pufferkombinationen sind die Ergebnisse für drei Ansätze exemplarisch in Abbildung
3.2 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in den ersten Versuchen die diversen Lysepuffer-
zusammensetzungen (GuHCl-haltig) Ausbeuten im Bereich zwischen 0% und ca. 20%
lieferten. Erst mit einem Guanidiniumthiocyanat-haltigen Lysepuffer in Kombination
mit einem bereits etablierten PEG-haltigen Bindepuffer wurden Ausbeuten vergleichbar
mit dem Referenzkit „QIAmp® RNA Blood Mini Kit“ (Qiagen) erreicht.
Abbildung 3.2: Etablierung der LoC-kompatiblen RNA-Extraktion mit selektiver Blut-
lyse. Nach der selektiven Lyse von 500µL Blut wurde das Leukozy-
tenpellet in verschiedenen Lyse-/Bindepuffern aufgenommen und an-
schließend eine Silika-basierte RNA-Aufreinigung durchgeführt. Neben
den dargestellten Puffern wurden weitere Kombinationen ausgetestet,
die jedoch ebenfalls nur Ausbeuten im Bereich von 0–20% lieferten
und deshalb hier nicht weiter dargestellt wurden. Mit Lysepuffer LP-07
und Bindepuffer BP-23 konnte eine vergleichbare prozentuale Ausbeute
zum Referenzkit erzielt werden (n=3).
Durch die Etablierung LoC-kompatibler Puffer konnten bereits vergleichbare Ausbeu-
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ten wie mit dem Referenzkit erzielt werden. Zusätzlich wurden weitere Silika-Filtermateri-
alien der Firma Porex Technologies GmbH getestet. Hintergrund war die Überprüfung,
ob eine Ausbeute über die Referenz hinaus im Hinblick auf die spätere LoC-Integration
erreicht werden konnte, da hierbei eine Reduktion der erzielten Ausbeute durch feh-
lende Zentrifugationsschritte zu erwarten war. In den vorherigen Versuchen wurde der
Filter Grade B verwendet. Nun wurden die vorhandenen Silika-Filter Grade A, D und
F auf ihre Eignung zur RNA-Extraktion mit dem Lysepuffer LP-07 und Bindepuffer
BP-23 überprüft. Hierfür wurden pro Ansatz und Referenzkit Triplikate durchgeführt.
Die Aufreinigung mit den unterschiedlichen Filtermaterialien erfolgte, wie in Kapitel
2.2.3.2 beschrieben. Die prozentualen Ausbeuten bezogen auf das Referenzkit sind in
Abbildung 3.3 dargestellt. Es konnte bestätigt werden, dass das Aufreinigunsgprotokoll
mit dem Filter Grade B vergleichbar mit dem Qiagen Referenzkit ist. Zusätzlich konn-
te jedoch eine Verbesserung der Ausbeuten um den Faktor 2 durch den Einsatz des
Filters Grade D erreicht werden. Die Verwendung der Filter Grade A bzw. F brach-
te keine signifikante Verbesserung bzw. sogar eine Verschlechterung der prozentualen
RNA-Ausbeute bezogen auf Qiagen. Das angepasste Protokoll mit selektiver Blutlyse,
dem Lysepuffer LP-07, dem Bindepuffer BP-23 sowie dem Filter Grade D lieferte ei-
ne ausreichend hohe Ausbeute mit ca. 192%+/- 19% RNA-Ausbeute im Vergleich zur
Qiagenreferenz. Auch die gemittelte Kopienzahl im Eluat mit ca. 136.000Kopien (vgl.
Qiagen ca. 76.000Kopien/Eluat) sollte ausreichend sein, um in der späteren RT-qPCR
für die CML die Grenzwerte (mind. 10.000 ABL1 Kopien/Reaktion) der Richtlinien zu
erreichen [28].
Abbildung 3.3: Einfluss verschiedener Porex-Filtermaterialien auf die RNA-Ausbeute
der Silika-basierten RNA-Extraktion nach selektiver Blutlyse. Die Auf-
reinigung wurde mit dem etablierten Aufreinigungsprotokoll mit LP-07
und BP-23 durchgeführt. Durch die Verwendung des Silika-Filters Gra-
de D konnte die Ausbeute nahezu verdoppelt werden. Die prozentuale
Ausbeute wurde im Vergleich zum Referenzkit bestimmt (n=3).
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Das etablierte Aufreinigungsprotokoll mit selektiver Blutlyse wurde abschließend mit
den zwei Referenzassays „QIAmp® RNA Blood Mini Kit“(Qiagen) und „Maxwell® RSC
simply RNA Blood Kit“ (Promega), die ebenfalls Silika-basiert waren und auf selektiver
Lyse der Erythrozyten beruhten, verglichen. Es wurden 500 µL Blut in jedem Assay ein-
gesetzt (n=3). Dabei konnte gezeigt werden, dass das etablierte Aufreinigungsprotokoll
im Vergleich zu den beiden Referenzassays eine erhöhte Ausbeute lieferte (siehe Abbil-
dung 3.4). Des Weiteren konnte eine vergleichbare RNA-Reinheit (NanoDrop A260/A280
>1,8) und Integrität (Agilent Bioanalyzer 2100 RIN >6) erzielt werden.
Abbildung 3.4: Vergleich der mittleren RNA-Ausbeuten mit der Silika-basierten Auf-
reinigungsmethode und selektiver Lyse von 500 µL Vollblut bezogen
auf das Qiagen Kit. Die proprietäre Aufreinigung wurde mit dem eta-
blierten Aufreinigungsprotokoll mit LP-07, BP-23 und Filter Grade
D durchgeführt. Im Vergleich zu beiden Referenzkits von Qiagen und
Promega konnte eine erhöhte Ausbeute mit dem eigens entwickelten
Aufreinigungsprotokoll erreicht werden (n=3).
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Gesamtblutlyse
Um die manuelle Durchführung der selektiven Lyse der Erythrozyten zu umgehen, wur-
de ein Protokoll für die Gesamtblutlyse des Vollblutes etabliert. Dabei musste auf die
spätere Volumenbegrenzung der Probeneingabekammer in der LoC-Kartusche geachtet
werden. In ersten Schritten wurden für die Etablierung eines Gesamtblutlyseprotokolls
die Puffer eingesetzt, welche im Protokoll zuvor eine hohe Ausbeute lieferten. Jedoch
wurden die ersten Versuche mit dem Silika-Filter Grade B (Porex) durchgeführt, da die-
ser standardmäßig in der LoC-Kartusche eingesetzt wird. Um die Lyse des Vollblutes zu
gewährleisten, wurde der Proteinase K-Verdau aus dem Referenzkit „NucleoSpin® RNA
Blood Mini Kit“ (Macherey-Nagel) übernommen. Die zuvor verwendeten Puffer LP-07,
BP-23 und WB-01 mit dem Filter Grade B lieferten keine Ausbeuten in Kombination mit
der Gesamtblutlyse. Daher wurden weitere Anpassungen bezüglich Filtermaterial, Lyse-
puffer und Waschprotokoll vorgenommen. Dabei wurden in ersten Anpassungen sieben
neue Lysepuffer basierend auf Literaturrecherchen getestet [107, 108]. Dadurch konnte
eine geringe Steigerung der RNA-Ausbeuten erreicht werden, jedoch lag die prozentua-
le RNA-Ausbeute mit dem Filter Grade B bei ca. 8%. Da während der Aufreinigung
festgestellt werden konnte, dass der Silika-Filter durch den Waschpuffer WB-01 nicht
vollständig von den Blutrückständen gesäubert werden konnte, wurde in weiteren Opti-
mierungsschritten das Waschprotokoll angepasst. Es wurde ein zusätzlicher Waschschritt
ohne PEG6000 aber dafür mit chaotropem Salz ergänzt (=WB-02). Anschließend war
der Filter optisch sauber und die Ausbeute konnte auf ca. 11%+/- 4% mit dem Filter
Grade B und auf ca. 15%+/- 3% mit dem Filter Grade D gesteigert werden. In einem
nächsten Schritt wurde der Lysepuffer optimiert. Dabei wurde die Konzentration des
chaotropen Salzes GuHCl von 5M auf 6M erhöht, um die Bindung zwischen Silika-Filter
und RNA möglichst zu verstärken. Diese Erhöhung des chaotropen Salzes führte zu einer
knappen Verdopplung der RNA-Ausbeuten (ca. 26%). In einem letzten Optimierungs-
schritt wurde der Waschpuffer WB-01 betrachtet. Da zuvor schon festgestellt worden
war, dass durch die hohe Viskosität des PEG6000 der Filter nicht gänzlich gesäubert
werden konnte und es teilweise zu einer Verstopfung des Filters kommen konnte, wurde
die PEG6000-Konzentration auch im WB-01 reduziert (=WB-03). Durch dieses neue
Waschprotokoll, bestehend aus WB-02 und WB-03, in Kombination mit dem neuen Ly-
sepuffer BL-03, konnte eine deutliche Steigerung der RNA-Ausbeute auf ca. 73%+/- 5%
im Vergleich zum Referenzkit von Macherey-Nagel (NucleoSpin® RNA Blood Mini Kit)
erreicht werden. Für die verschiedenen Pufferkombinationen und Optimierungsschritte
sind die Ergebnisse für sechs Ansätze exemplarisch dargestellt (siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Etablierung eines Silika-basierten Aufreinigungprotokolls mit Gesamt-
blutlyse für die spätere LoC-Integration. Diverse Optimierungsschritte
bezügliche Lyse- und Waschpuffer sowie Filtermaterial führten zu einer
verbesserten Ausbeute, welche nahezu vergleichbar war mit dem Refe-
renzkit von Macherey-Nagel (NucleoSpin® RNA Blood Mini Kit). Die
Aufreinigung wurde mit jeweils 400µL Vollblut durchgeführt (n=3).
3.1.1.2 Oligo(dT)-basierte Aufreinigungsstrategie
Als zweite RNA-Extraktionsmethode wurde die mRNA-Aufreinigung mittels Oligo(dT)-
beschichteter Beads für die Anwendung mit Vollblut betrachtet. Im folgenden Abschnitt
wurde das „GeneluteTM direct mRNA Miniprep Kit“ (Sigma Aldrich), welches für Zellen
und Gesamt-RNA etabliert ist, für die Verwendung mit Vollblut (bzw. Leukozytenpel-
lets) angepasst. Dabei wurde vor allem der Lyse-/Bindungsschritt betrachtet und die
Wasch- und Elutionspuffer aus dem Kit verwendet.
Anstelle von Gesamt-RNA bzw. eines Zellkulturpellets wurde zum einen ein Leukozy-
tenpellet aus der selektiven Lyse von 500µL Blut und zum anderen direkt 500µL Blut
eingesetzt. Eine weitere Anpassung bestand im Austausch des Lyse-/Bindepuffers aus
dem Kit gegen den Lysepuffer BL-01 (siehe Tabelle 2.4) unter Einsatz von 500µL Blut.
Zusätzlich wurde das Vorgehen laut Anleitung hinsichtlich der Abtrennung der Beads
vom Lysat bereits an die späteren Gegebenheiten in der LoC-Kartusche angepasst. Da im
LoC-System die Oligo(dT)-Beads nicht durch Zentrifugation als Pellet vom Lysat abge-
trennt werden können, wurde das Lysat mit den Beads direkt auf das im Kit enthaltene
Filtersäulchen (Sigma Aldrich) gegeben. Dadurch musste in einem weiteren Optimie-
rungsschritt die Anzahl der Waschschritte erhöht werden. Die Ergebnisse wurden als
prozentuale Ausbeuten bezogen auf das Qiagen Referenzkit „QIAmp® RNA Blood Mini
Kit“ in der Abbildung 3.6 dargestellt. Durch die einzelnen Anpassungen bezüglich Lyse-
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/Bindepuffer, Bead-Abtrennung und Waschschritte konnte das Kit für den Einsatz von
Vollblut und die spätere LoC-Integration optimiert werden, so dass eine vergleichbare
Ausbeute an mRNA zum Qiagen Referenzkit erzielt werden konnte.
Abbildung 3.6: Ergebnisse der Oligo(dT)-basierten mRNA-Extraktion mit Oligo(dT)-
Beads (Sigma Aldrich). Dargestellt sind Anpassungen der mRNA-
Aufreinigung aus Blut basierend auf dem „GeneluteTM direct mRNA
Miniprep Kit“. 1. Verwendung des Leukozytenpellets nach selektiver
Blutlyse nach Kitanleitung, 2. Verwendung von Vollblut nach Kitanlei-
tung, 3. Adaption des Lysepuffers (BL-01) für Vollblut, 4. Verwendung
von BL-01, Beads werden durch Filtration statt Zentrifugation von Ly-
sat abgetrennt. 5. Zusätzlicher Waschschritt eingefügt. Die Ausbeuten
wurden im Vergleich zur Qiagenreferenz (6.) berechnet (n=3).
Aus den verschiedenen etablierten LoC-Aufreinigungsprotokollen wurde je Aufreini-
gungsstrategie das effizienteste Protokoll für die LoC-Integration ausgewählt.
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3.1.2 Etablierung der RT-qPCR zum Nachweis einer CML
Für die Differenzierung und das Monitoring der BCR-ABL1 -Fusionskonstrukte wurde
eine RT-qPCR etabliert, welche die Unterscheidung der BCR-ABL1 -Varianten e13a2
und e14a2 zulässt und als Kontrollgen das ABL1 -Gen nachweisen kann. Für die spätere
Integration in die LoC-Plattform wurde die RT-qPCR sowohl als Singleplex-Reaktion
im Hinblick auf den zukünftigen mikrofluidischen qPCR-Array (= enthält eine Vielzahl
an miniaturisierten Nanoliter-Kavitäten, [109]) als auch als Triplex-Reaktion für das
aktuelle LoC-Kartuschendesign (siehe Abbildung 3.7) etabliert.
Abbildung 3.7: Zukünftige und aktuelle technische Möglichkeiten zur Durchführung
einer RT-qPCR im LoC-System. A) Mikrofluidischer qPCR-Array mit
96 Nanoliterkavitäten zur Durchführung von bis zu 96 parallelen CML-
Singleplex-RT-qPCR-Ansätzen (Prototyp [109]). B) Aktuelles LoC-
Kartuschendesign zur Durchführung der CML-Triplex-RT-qPCR in
den PCR-Kammern.
Die Primer und Sonden für e13a2 und e14a2 wurden entweder aus publizierten Se-
quenzdaten (siehe Kapitel 2.1.7, Tabelle 2.7) übernommen oder mit Hilfe von Primer3
neu designt, um die Differenzierung der zwei Varianten zu ermöglichen. Die Sonden für
e13a2 und e14a2 wurden dafür auf den Fusionsübergang gelegt. Das Kontrollgen ABL1
wurde mit Hilfe der Primer und Sonden, empfohlen vom EAC Program, nachgewiesen.
Im Folgenden sind die Ergebnisse der einzelnen Schritte aufgeführt.
3.1.2.1 Herstellung des pDNA-Standards für e13a2
Für die Quantifizierung der BCR-ABL1 -Varianten und des Kontrollgens ABL1 wur-
den definierte DNA-Standards benötigt. Für die Variante e13a2 wurden diese durch TO-
PO Blunt-End-Klonierung hergestellt. Hierfür wurde das PCR-Amplifikat für e13a2 her-
gestellt und anschließend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Das gewünschte PCR-
Amplifikat (ca. 600 bp, siehe Abbildung 3.8) wurde aus dem Gel extrahiert und in die
Klonierung eingesetzt.
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Abbildung 3.8: Kontrolle des e13a2 PCR-Amplifikat mittels Agarosegelektrophorese
(1%ig) zum Einsatz in die nachfolgende TOPO Blunt-End-Klonierung
von e13a2 DNA-Standards. Bahn 1: DNA-Standard Marker (F-303SD,
Thermo Fisher Scientific), Bahn 2: e13a2-Amplifikat 576 bp.
Die positiven Klone wurden auf Vorhandensein des richtigen Inserts mittels Restrikti-
onsverdau und Sequenzierung überprüft (siehe Abschnitt 2.2.3.10). Der Restriktionsver-
dau wurde mit dem Restriktionsenzym KpnI durchgeführt, da dieses sowohl im Vektor
als auch im Insert e13a2 schneidet. Dabei sollten Fragmente von 3600 bp und 495 bp bzw.
3916 bp und 179 bp (Insert invers eingebaut) entstehen. Das Ergebnis des Restriktions-
verdaus ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Bei den ausgewählten e13a2-Klonen konnte für
die Klone I, V und VI gezeigt werden, dass diese das Insert invers enthalten könnten.
Durch Sequenzierung der e13a2 Klone I und V wurde dies anschließend bestätigt.
Abbildung 3.9: Nachweis des e13a2-Inserts nach TOPO Blunt-End-Klonierung mittels
KpnI-Restriktionsverdau und anschließender Agarosegelelektrophorese
(1%ig). E13a2 Klon I – VI (Bahn 1–6), DNA-Standard Marker (Bahn
7). Bei den Klonen I, V und VI sind nach dem Restriktionsverdau zwei
Banden (3916 bp und 179 bp) zu erkennen. Damit konnte gezeigt wer-
den, dass diese Klone das Insert invers enthalten.
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Daraufhin wurden die Plasmide mit BamH I linearisiert und eine Verdünnungsreihe
mit definierter Kopienzahl hergestellt, um ihre Eignung für die Quantifizierung in der RT-
qPCR zu prüfen. Es wurden Verdünnungsreihen von 106Kopien (cp)/µL bis 101 cp/µL
hergestellt und die Linearität und Effizienz der hergestellten pDNA-Standards bestimmt
(siehe Abbildung 3.10). Die hergestellte pDNA-Standardverdünnungsreihe verhielt sich
linear mit einem Korrelationskoeffizient von 0,9997 und die PCR ergab eine Effizienz
von 1,90.
Abbildung 3.10: Verdünnung des hergestellten pDNA-Standards zu einer Standardrei-
he für e13a2. A) Kurvenverläufe der pDNA-Standards für e13a2 in
der qPCR im FAM-Kanal (S6 (106 cp/µL)–S1 (101 cp/µL), Negativ-
kontrolle (NTC) (n=3). B) Mittlere Standardgerade für e13a2 mit
Geradengleichung und Korrelationskoeffizient.
3.1.2.2 Etablierung der RT-qPCR
Für die Etablierung der RT-qPCR zum Nachweis von BCR-ABL1 (e13a2 und e14a2)
bzw. ABL1 wurde die RT-qPCR sowohl als Singleplex- als auch als Triplex-Ansatz eta-
bliert. Grund für die parallele Etablierung beider Ansätze war die geplante Integration
in zwei verschiedene Prototypen des LoC-Systems. Der Triplex-Ansatz wurde benötigt,
um den CML-Assay in das bereits bestehende LoC-Kartuschendesign zu integrieren.
Hierbei ist es möglich PCR-Reaktionen in 1–2 PCR-Strängen durchzuführen, weshalb
der CML-Assay als Triplex etabliert wurde. Dadurch konnte der Nachweis der zwei Fu-
sionsvarianten und des Kontrollgens in einem PCR-Strang durchgeführt werden und
der andere Strang für die Eluate bei der Aufreinigung verwendet werden. Die Single-
plex-RT-qPCRs für den CML-Nachweis wurden gleichzeitig etabliert, da eine technolo-
gische Erweiterung in Form eines qPCR-Arrays in die LoC-Kartusche integriert werden
soll [109]. Diese technologische Erweiterung ermöglicht später die Durchführungen von
qPCR-Assays mit integrierten Standardkurven und Kontrollen, sowie die Durchführung
von Singleplex-Reaktionen für mehrere Targets in technischen Replikaten.
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In ersten Ansätzen zur Etablierung der Singleplex- bzw. Triplex-RT-qPCR kam es
zu Sensitivitätsverlusten und die letzte RNA-Verdünnungsstufe von 10-5 für e13a2 und
e14a2 konnte nicht mehr detektiert werden. Auf Grund dessen wurden diverse Optimie-
rungsversuche (z.B. Anpassung der Annealing-Temperatur, Primerkonzentrationen, Zeit
der Reversen Transkription) unternommen, wobei ein Ansatz identifiziert werden konnte,
welcher eine deutliche Steigerung der Sensitivität erzielte. Die Sensitivität der RT-qPCR
wurde dadurch verbessert, dass die spezifischen Primer und Sonden für die BCR-ABL1 -
(e13a2 bzw. e14a2) und/oder ABL1 -Amplifikation erst nach dem RT-Schritt hinzugege-
ben wurden, d.h. im Mastermix befand sich nur der reverse Primer für BCR-ABL1 bzw.
ABL1 im Singleplex oder nur der reverse Primer ABL1 im Triplex-Ansatz für die RT-
Reaktion. Die spezifischen Primer und Sonden für die PCR wurden dann im Anschluss
an die RT-Reaktion zugesetzt. Bei der späteren Umsetzung in der LoC-Kartusche ist es
möglich, die Primer und Sonden eingetrocknet in einer Kammer vorzulagern. Die Verdün-
nungsstufe 10-5 konnte bei einem Ct-Wert von 35,89+/-0,27 (e13a2) bzw. 37,03+/-0,09
(e14a2) nachgewiesen werden. Die Bestätigung der korrekten Amplifikation im Anschluss
an die Optimierung erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Dabei war im Gel die Ban-
de für e13a2 bei 118 bp nur in dem Ansatz nachweisbar, bei dem die spezifischen Primer
und Sonden erst nach dem RT-Schritt hinzugegeben wurden (siehe Abbildung 3.11).
Abbildung 3.11: Einfluss der Zugabe der spezifischen forward Primer und Sonden vor
bzw. nach der RT-Reaktion auf die Effizienz und Spezifität des e13a2
RT-qPCR-Nachweises. A) Vergleich der Amplifikation der zwei An-
sätze (Primer/Sonden in RT bzw. Primer/Sonden nach RT), (FAM-
Kanal, n=2), B) Exemplarisches Gelbild (2% Agarose) zur Überprü-
fung der Amplifikation der unterschiedlichen Ansätze: Bahn 1) Zu-
gabe der Primer/Sonden nach der RT e13a2 10-5, Bahn 2) Zugabe
der Primer/Sonden direkt in der RT e13a2 10-5, Bahn 3) NTC, Bahn
4) FlashGelTM DNA Marker 50 bp–1.5 kb. Die spezifische Bande für
e13a2 lag bei 118 bp.
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Im nächsten Schritt wurde die etablierte RT-qPCR für e13a2, e14a2 und ABL1 wurde
sowohl im Singleplex- als auch im Triplex-Ansatz bezüglich Sensitivität und Spezifität
mit RNA- und DNA-Standards charakterisiert. Dabei wurde der „QuantiNova Multiplex
RT-PCR Mix“ (Qiagen) verwendet und die RT-qPCR, wie in Kapitel 2.2.3.6 beschrie-
ben, durchgeführt.
Die DNA-Verdünnungsreihen für e13a2 und e14a2 wurden von 106 bis 100Kopien/µL
(S6–S0) und für das Kontrollgen ABL1 von 106 bis 102Kopien/µL (S6–S2) eingesetzt.
Diese DNA-Standardreihen wurden für die spätere Quantifizierung benötigt. Die RNA-
Standards von Invivoscribe wurden als Verdünnungsreihe von 10-1 bis 10-5 für e13a2 und
e14a2 verwendet.
Zusätzlich wurde für den Nachweis auf RNA-Ebene eine Probe mit einer positiven Leuk-
ämiezelle (K-562 (e14a2 positiv) oder BV-173 (e13a2 positiv)) in 105 negativen Zellen
(HL-60) (im folgenden als 1:105 bezeichnet) hergestellt (Zellpellet mit Trizol aufgerei-
nigt, siehe Kapitel 2.2.3.2). Auf RNA-Ebene wird die ABL1 -Menge immer durch Eingabe
einer definierten Leukozytenanzahl konstant gehalten, wodurch sich das Kontrollgen im-
mer in konstanter Menge im Hintergrund einer Realprobe bzw. der RNA-Verdünnungen
(Invivoscribe) befindet.
Auf DNA-Ebene konnte für das Kontrollgen eine Nachweisgrenze von ca. 100Kopien/µL
bei einem Ct-Wert von 35,25+/-0,12 bestimmt werden. Für die beiden Fusionsvarianten
konnte eine Nachweisgrenze <10Kopien/µL auf DNA-Ebene bestimmt werden.
Bei der Ermittlung der Standardgeraden für e13a2, e14a2 und ABL1 wurde jeweils ein
Korrelationskoeffizient von R2>0,99 erreicht und die Effizienz der PCR mit >1,9 be-
stimmt (siehe Abbildung 3.14).
Auf RNA-Ebene konnte ABL1 sowohl im Triplex- als auch im Singleplex-Ansatz mit
einem vergleichbaren Ct-Wert von ca. 23 nachgewiesen werden (siehe Abbildungen 3.12
E)/F) und 3.13 E)/F)).
Bei beiden BCR-ABL1 -Fusionsvarianten konnte sowohl im Singleplex- als auch im Tri-
plex-RT-qPCR-Ansatz die RNA-Verdünnungsstufe 10-5 bzw. eine positive Leukämiezelle
in 105 negativen Zellen auf RNA-Ebene bei einem Ct-Wert zwischen 37,38 und 38,18 (je
nach Fusionsvariante und Multiplex-Grad) detektiert werden (siehe Abbildungen 3.12
A)-D) und 3.13 A)-D)).
Für die Überprüfung der Spezifität wurde im Singleplex-Ansatz jedes Primerpaar auch
mit der jeweils anderen Fusionsvariante als Template getestet. Im Triplex wurden für
eine Probe die Signale in allen Fluoreszenzkanälen betrachtet. Dabei konnte festgestellt
werden, dass die Amplifikation für beide Fusionsvarianten spezifisch ist. In Abbildung
3.15 ist exemplarisch dargestellt, wie die Fluoreszenzsignale im Triplex für die jeweilige
Probe in den 3 Farbkanälen aussehen.
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Abbildung 3.12: Sensitivität der Singleplex-RT-qPCR für e13a2, e14a2 und ABL1
mit RNA- und DNA-Verdünnungsreihen. A) e13a2-RNA Singleplex-
RT-qPCR (Cy5-Kanal, n=3), B) e13a2-DNA Singleplex-RT-qPCR
(Cy5-Kanal, n=3), C) e14a2-RNA Singleplex-RT-qPCR (FAM-Kanal,
n=3), D) e14a2-DNA Singleplex-RT-qPCR (FAM-Kanal, n=3), E)
ABL1 -RNA Singleplex-RT-qPCR (VIC-Kanal, n=3), F) ABL1 -DNA
Singleplex-RT-qPCR (VIC-Kanal, n=3).
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Abbildung 3.13: Sensitivität der Triplex-RT-qPCR für e13a2, e14a2 und ABL1 mit
RNA- und DNA-Verdünnungsreihen. A) e13a2-RNA Triplex-RT-
qPCR (Cy5-Kanal, n=3), B) e13a2-DNA Triplex-RT-qPCR (Cy5-
Kanal, n=3), C) e14a2-RNA Triplex-RT-qPCR (FAM-Kanal, n=3),
D) e14a2-DNA Triplex-RT-qPCR (FAM-Kanal, n=3), E) ABL1 -RNA
Triplex-RT-qPCR (VIC-Kanal, n=3), F) ABL1 -DNA Triplex-RT-
qPCR (VIC-Kanal, n=3).
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Abbildung 3.14: Charakterisierung der etablierten RT-qPCR-Assays mit Hilfe von
DNA-Verdünnungsreihen. Dargestellt sind die Ergebnisse der DNA-
Standardgeraden mit Geradengleichung, Korrelationskoeffizient
und PCR-Effizienz für e13a2, e14a2 und ABL1 (n=3). Der Kon-
zentrationsbereich der DNA-Standards umfasste den Bereich von
106Kopien/µL (S6) bis 100 Kopien/µL (S0). A) Singleplex-Assays B)
Triplex-Assay.
Abbildung 3.15: Exemplarische Darstellung der Spezifität für die etablierte RT-qPCR
auf DNA- und RNA-Ebene, A) RNA- und DNA-Proben für e14a2
und ABL1. Die Fluoreszenz wurde in allen 3 hier verwendeten Kanä-
len mit den Sonden e13a2-Cy5, e14a2-FAM und ABL1 -HEX ausgele-
sen, B) RNA- und DNA-Proben für e14a2 und ABL1. Ausgelesen in
allen 3 hier verwendeten Kanälen mit den Sonden e13a2-Cy5, e14a2-
FAM und ABL1 -HEX.
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Vergleich des etablierten CML-Assays mit zwei Referenzassays
Der etablierte RT-qPCR-Assay für CML wurde mit den Referenzassays des Europe
Against Cancer Program und dem „ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit“ (Qiagen)
verglichen. Für beide Durchführungen wurde dieselbe RNA-Verdünnungsreihe wie bei
der Etablierung des hier entwickelten RT-qPCR-Assays eingesetzt. Sowohl der EAC-
Assay als auch das Qiagen-Kit führen keine Unterscheidung der BCR-ABL1 -Fusions-
varianten durch. Beide Assays sind nur für die nicht-differentielle Diagnose und das Mo-
nitoring geeignet. Des Weiteren handelt es sich bei beiden Referenzassays um Two-Step
RT-qPCR-Systeme mit Singleplex-Reaktionen, d.h. die RT wird in einem separatem An-
satz durchgeführt und anschließend müssen für den BCR-ABL1 - und ABL1 -Nachweis
zwei verschiedene PCR-Mastermixe angesetzt werden. Beide Faktoren führen zu einem
erhöhten Zeit- und Reagenzienaufwand. In Abbildung 3.16 sind die Amplifikationskurven
für BCR-ABL1 des Qiagen-Kits und des EAC-Assays dargestellt.
Abbildung 3.16: Ergebnisse der e13a2 RNA-Verdünnungsreihe von 10-1 bis 10-5 mit
ABL1 als Kontrollgen für zwei ausgewählte Referenzassays (n=2).
A) Qiagen ipsogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit (FAM-Kanal), B)
Two-Step RT-qPCR für BCR-ABL1 und ABL1 empfohlen von EAC
(FAM-Kanal).
Die Sensitivtät des im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Assays war mit dem Refe-
renzassay von Qiagen vergleichbar und die letzte RNA-Verdünnungsstufe von 10-5 konnte
mit beiden Assays nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigte der EAC-Assay eine
reduzierte Sensitivität und die RNA-Verdünnung von 10-5 konnte nicht mehr reprodu-
zierbar nachgewiesen werden. Die Ct-Werte für den EAC-Assay zeigten bei allen Ver-
dünnungsstufen eine deutliche Verschiebung des Ct-Wertes in den höheren Wertebereich
(siehe Abbildung 3.17). Das Kontrollgen ABL1 konnte mit allen Assays nachgewiesen
werden, jedoch konnte eine deutliche Verschiebung des Ct-Werte zu höheren Werten mit
dem EAC-Assay festgestellt werden.
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Abbildung 3.17: Gegenüberstellung der mittleren Ct-Werte für den im Rahmen dieser
Arbeit entwickelten Assay und dem Referenzassay von Qiagen bzw.
dem Referenzassay von EAC exemplarisch dargestellt für das RNA-
Template der Fusionsvariante e13a2.
3.1.2.3 Adaption der RT-qPCR für die Integration in das LoC-System
Um die etablierte RT-qPCR später in die LoC-Kartusche integrieren zu können, muss-
ten diverse Anpassungen des Mastermixes vorgenommen werden. Zum einen musste die
Vorlagerung der RT-qPCR-Reagenzien gewährleistet werden, beispielsweise durch Ein-
trocknen der Primer bzw. Sonden (mit und ohne Additive zur Stabilisierung) oder die
Lyophilisierung des Mastermixes. Zum anderen musste auch die Kompatibilität des RT-
qPCR Mastermixes mit dem Elutionspuffer der Probenaufreinigung gewährleistet wer-
den. Ferner musste die Robustheit der RT-qPCR gegenüber Reagenzienverschleppung
bzw. Inhibitoren aus der Aufreinigung charakterisiert werden.
Identifikation eines geeigneten RT-qPCR-Lyophilisates
Die Vorlagerung der RT-qPCR-Reagenzien sollte durch die Vorlagerung eines RT-qPCR-
Lyophilisates gewährleistet werden. Hierfür wurden drei kommerziell erhältliche RT-
qPC-Lyophilisate, „Cirrus Strips RNA“ (Fluorogenics), „One-Step RT-PCR Master Ly-
ophilisate“ (Jena Bioscience) und „illustraTM Ready-To-GoTM RT-PCR Beads“ (GE
Healthcare), basierend auf dem zuvor etablierten RT-qPCR-Protokoll nach Angabe des
Herstellers, getestet (n=3). Hierzu wurden für e13a2 und e14a2 RNA-Verdünnungen von
10-3 bis 10-5 eingesetzt. Zum Nachweis des Kontrollgens ABL1 wurde die unverdünnte
RNA-Probe und die Verdünnung 10-2 verwendet. Eine exemplarische Darstellung der
Amplifikationskurven für e14a2 mit den verschiedenen RT-qPCR-Lyophilisaten ist in
Abbildung 3.18 dargestellt. Mittels Singleplex-RT-qPCR für die Fusionsvariante e14a2
in Kombination mit dem Fluorogenics Bead konnten alle RNA-Verdünnungsstufen nach-
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gewiesen werden, wohingegen bei Einsatz der anderen beiden Bead-Varianten die letzte
(10-4, Jena Bioscience) bzw. vorletzte (10-5, GE Healthcare) RNA-Verdünnungsstufe
nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Für die Versuche mit e13a2 und ABL1 wurden
daher nur noch zwei Bead-Varianten (Fluorogenics und Jena Bioscience) eingesetzt, da
das dritte Bead (GE Healthcare) auf Grund der bereits nachgewiesenen nicht ausreichen-
den Sensitivität für den Nachweis der beiden anderen Targets ungeeignet war. Auch für
die Fusionsvariante e13a2 konnten, im Gegensatz zum Lyophilisat von Jena Biosciencen,
mit dem Cirrus Strips RNA Lyophilisat alle Verdünnungsstufen in der Singleplex-RT-
qPCR nachgewiesen werden. Die beiden RNA-Verdünnungsstufen für das Kontrollgen
ABL1 konnten mit beiden Lyophilisaten nachgewiesen werden.
Abbildung 3.18: Vergleich der drei verschiedenen RT-qPCR-Lyophilisate (Fluorogenics,
Jena Bioscience, GE-Healthcare) im RT-qPCR- Assay für den Single-
plex-e14a2-Nachweis (FAM-Kanal). Exemplarische Darstellung der
Amplifikationskurven der verschiedenen Lyophilisate für die Fusions-
variante e14a2.
Bei Verwendung des RT-qPCR-Lyophilisates der Firma Fluorogenics konnten alle Ver-
dünnungsstufen der e13a2- und e14a2-RNA nachgewiesen werden. Deshalb wurde das
RT-qPCR Bead von Fluorogenics auch in weiteren Versuchen im Triplex-Ansatz getestet
und charakterisiert. Auch für die spätere LoC-Integration war dieses Bead im Vergleich
zu den anderen am besten geeignet, da zum einen das Temperaturprofil identisch mit
dem etablierten Flüssigmix-Protokoll war und auch die kürzeste Zeit bei der Reversen
Transkription benötigt wurde (2min (Fluorogenics) vs. 30min (GE) vs. 30min (Jena
Bioscience)). Zum anderen war das Bead für ein zum Flüssigmix vergleichbares Rekon-
stitutionsvolumen ausgelegt (20 µL (Fluorogenics und Jena Bioscience) vs. 50µL (GE
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Healthcare)). Damit wies es auch ein passenderes Reaktionsvolumen für die spätere In-
tegration in die LoC-Kartusche auf, da hier das Bead mit 25µL Eluat gelöst wird und
die PCR anschließend in einem 20µL Flüssigkeitsplug durchgeführt wird. Auf Grund
dessen wurde das Bead auch im Triplex-Assay getestet und charakterisiert (siehe Abbil-
dung 3.19). Im Triplex-Assay konnte gezeigt werden, dass das Bead prinzipiell geeignet
für die Durchführung des etablierten Multiplex-Assays ist, jedoch war die Sensitivität
nicht vergleichbar mit dem Flüssigmix-Ansatz. Bei der Durchführung des Triplex-Assays
war für beide Fusionsvarianten die letzte Verdünnungsstufe 10-5 nicht mehr nachweisbar
und die vorletzte Verdünnungsstufe 10-4 zeigte eine deutlich Abnahme in der Fluores-
zenzintensität. Der Ct-Wert für das Kontrollgen im Triplex-Assay lag bei ca. 23,9 +/-0,5
(vergleichbar mit dem Triplex-Flüssigmix-Ansatz Ct-Wert ca. 23,1 +/-0,3).
Vorlagerung der Primer und Sonden und Überprüfung der Langzeitstabilität
Im nächsten Schritt zur Anpassung des Mastermixes in Hinblick auf die LoC-Integra-
tion wurden die Primer und Sonden für die Singleplex-RT-qPCR bei Raumtemperatur
eingetrocknet und anschließend auf Funktionalität und Stabilität überprüft. Zusätzlich
wurden diverse Additive (Trehalose, Xanthan, Polyethylenglykol6000 (PEG6000), Low-
melt Agarose, Paraffin) beim Eintrocknen verwendet, um zu überprüfen, ob hierdurch
eine gewisse Langzeitstabilität gewährleistet werden kann. Ferner sollte getestet werden,
ob die Löslichkeit der Primer und Sonden herabgesetzt bzw. die Lösung verzögert werden
konnte und damit die Freisetzung in der LoC-Kartusche erst durch Temperaturzufuhr
induzierbar war. Die Verzögerung des Löseprozesses ist wichtig, um ein verfrühtes Lösen
der Primer und Sonden durch eindringende Flüssigkeit in die Vorlagerungskammer zu
verhindern bzw. die gesamte Kartusche mit Flüssigkeit zu spülen, um alle Luftpolster aus
den Kanälen und Kammern zu verdrängen. Wie unter Abschnitt 3.1.2.2 gezeigt, war die
RT-qPCR dann am sensitivsten, als Primer und Sonden nach dem RT-Schritt zugegeben
wurden. Daher wurde in den Versuchen mit eingetrockneten Primer und Sonden DNA-
Template (103 Kopien/µL) eingesetzt. Die getesteten Additive zur Stabilisierung und
Verzögerung des Löseprozesses der eingetrockneten Reagenzien waren Trehalose und
Xanthan, PEG6000, Low-melt Agarose und Paraffin. Als Referenz wurden die Primer
und Sonden ohne Additiv eingetrocknet und zusätzlich mit flüssigen Primern und Sonden
in der PCR getestet. Das Eintrocknen der Primer und Sonden, sowie die Zugabe der
verschiedenen Additive hatte keinen Einfluss auf die PCR-Effizienz. Die Ct-Werte für
die e13a2- und ABL1 -qPCR waren im Referenzansatz ohne Additiv und ohne vorheriges
Eintrocknen der Primer/Sonden bei 28,55 bzw. 28,40. Das Eintrocknen und/oder die
Zugabe der Additive führte zu keiner signifikanten Reduktion der Sensitivität (Ct-Werte
vergleichbar) (siehe Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.19: Austestung der entwickelten Triplex-RT-qPCR mit dem lyophi-
lisierten Mastermix (Fluorogenics). Dargestellt sind die RNA-
Verdünnungsreihen für e13a2 und e14a2 von 10-1 bis 10-5. A) Tri-
plex-RT-qPCR mit e13a2 positiver RNA (Cy5-Kanal), B)Triplex-RT-
qPCR mit e14a2 positiver RNA (FAM-Kanal), C) Triplex-RT-qPCR
mit e13a2 bzw. e14a2 positiver RNA für Kontrollgen ABL1 (VIC-
Kanal).
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Tabelle 3.1: Mittlere Ct-Werte für eingetrocknete Primer und Sonden mit und oh-
ne Additive (je 1 µL) im Vergleich zur unbehandelten Referenz (DNA-
Standard S3)
e13a2 mittlerer Ct-Wert +/- STD ABL1 mittlerer Ct-Wert +/- STD
Additiv/-
konzentration
Eingetrocknet Referenz Eingetrocknet Referenz
PEG6000
(20% (w/v))
28,81+/-0,11 28,53+/-0,06 28,55+/-0,06 28,40+/-0,11
Trehalose
(3,8%
(w/v))
28,86+/-0,29 28,52+/-0,02 28,97+/-0,16 28,30+/-0,08
Xanthan
(0,1%
(w/v))
28,92+/-0,20 28,61+/-0,10 28,68+/-0,15 28,51+/-0,00
Low-melt
Agarose (2%
(w)v))
28,96+/-0,27 28,73+/-0,02 28,96+/-0,06 28,44+/-0,10
Paraffin
(Konz. unbe-
kannt)*
n.b. n.b. 28,45+/-0,06 28,37+/-0,11
ohne Additiv 28,61 28,55 28,67 28,40
*Paraffin wurde als Pellet auf die eingetrockneten Primer und Sonden gegeben
Die Additive wurden anschließend in Verschleppungsversuchen sowohl im aktuellen
LoC-Kartuschendesign im Rahmen der vorliegenden Arbeit als auch im parallel entwi-
ckelten qPCR-Array im Rahmen einer studentischen Arbeit getestet. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass PEG6000 die Verschleppung im qPCR-Array verringert [110]. Auch im
aktuellen Kartuschendesign konnte gezeigt werden, dass 1 µL einer 20%igen PEG6000-
Lösung das Lösen der vorgelagerten und eingetrockneten Primer und Sonden verzögert,
wenn die gesamte Kartusche während des LoC-Prozesses vorgespült wurde. Durch die
Überschichtung mit PEG6000 unterschieden sich die eingetrockneten Primer und Sonden
optisch. Durch das PEG6000 bildete sich beim Trocknen eine weiße, kristalline Schicht,
ohne PEG6000 waren die eingetrockneten Primer und Sonden nur schwach zu erkennen.
(siehe Abbildung 3.20). Es wurde in beiden Versuchen die gleiche Menge an Primern
und Sonden eingetrocknet.
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Abbildung 3.20: Foto einer LoC-Kartuschenaufsicht (Ausschnitt der PCR-Kammern).
Gezeigt ist der verzögerte Löseprozess von eingetrockneten Primern
und Sonden mit und ohne zugesetztem 20%igem PEG6000 (1% finale
Konzentration (f.c.) in PCR) im fluidischen LoC-Ablauf. Die Primer
und Sonden wurden mit gefärbtem Wasser zu besseren Sichtbarkeit
überspült. Es wurde jeweils vor und nach dem Überspülen eine Auf-
nahme des relevanten Kartuschenbereichs mit einer Kamera gemacht.
A) Mit PEG6000 vor Spülprozess, Primer und Sonden optisch sicht-
bar, B) Mit PEG6000 nach Spülprozess, Primer und Sonden immer
noch sichtbar C) Ohne PEG6000 vor Spülprozess, Primer und Sonden
kaum sichtbar ohne PEG6000, D) Ohne PEG6000 nach Spülprozess,
Primer und Sonden nicht mehr sichtbar.
Zur Überprüfung der Stabilität der eingetrockneten Primer und Sonden bei Lang-
zeitlagerung wurden Primer und Sonden mit und ohne PEG6000 eingetrocknet einer
beschleunigten Langzeitlagerung ausgesetzt und sowohl die Singleplex- als auch die
Triplex-RT-qPCR mit dem RT-qPCR-Lyophilisat von Fluorogenics im Vergleich zur
frisch angesetzten Referenz durchgeführt. Es wurde für alle Ansätze die jeweilige RNA-
Verdünnungsstufe 10-2 eingesetzt. Die Dauer der beschleunigten Langzeitlagerung betrug
6 Wochen bei 55 °C. Dies entspricht einer rechnerischen Lagerungsdauer von ca. 12 Mo-
naten bei Raumtemperatur (siehe Gleichung 2.2 bis 2.4 und Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Mittlere Ct-Werte nach der beschleunigten Langzeitlagerung für einge-
trocknete Primer und Sonden mit und ohne Additiv im Vergleich zur Re-
ferenz (RNA-Verdünnungsstufe 10-2)
Ansatz Singleplex mittlerer
Ct-Wert +/- STD
Triplex mittlerer Ct-
Wert +/- STD
e13a2 Referenz 26,13 +/- 0,04 26,09 +/- 0,02
e13a2 eingetrocknet 26,71 +/- 0,41 26,14 +/- 0,09
e13a2 PEG6000 26,80 +/- 0,81 27,02 +/- 0,78
e14a2 Referenz 25,88 +/- 0,13 26,20 +/- 0,16
e14a2 eingetrocknet 26,02 +/- 0,26 26,15 +/- 0,19
e14a2 PEG 27,05 +/- 0,29 27,61 +/- 0,50
ABL1 Referenz 23,88 +/- 0,89 25,15 +/- 0,08
ABL1 eingetrocknet 23,66 +/- 0,24 23,96 +/- 0,25
ABL1 PEG6000 25,54 +/- 2,10 24,58 +/- 0,84
Charakterisierung der RT-qPCR-Robustheit
Im späteren LoC-Assay ist es notwendig, den Elutionspuffer (Wasser) mit einem Deter-
genz zu versetzen, um die Befüllung der Kanäle und Kammern zu erleichtern. Die pro-
prietären Elutionspuffer EB-01 und EB-02 enthielten je ein nicht-ionisches Detergenz.
Beide Detergenzien-Lösungen wurden jeweils in der Triplex-RT-qPCR mit Bead (Fluoro-
genics) anstelle von reinem Wasser eingesetzt, um zu überprüfen, ob diese einen Einfluss
auf die RT-qPCR Effizienz zeigten (siehe Tabelle 3.3 und Abbildung 3.21). Bei der Ver-
wendung der beiden Detergenzien in der RT-qPCR konnte gezeigt werden, dass EB-01
einen Einfluss auf die PCR-Performance hatte und zu einer deutlichen Verschiebung des
Ct-Wertes zu höheren Werten für alle drei Targets bei der RNA-Verdünnungsstufe 10-1
führte. Im Gegensatz dazu hatte EB-02 nur einen geringen bis keinen Einfluss auf die
PCR-Performance.
Tabelle 3.3: Einfluss verschiedener Elutionspuffer auf die CML-Triplex-RT-qPCR
(RNA-Verdünnungsstufe 10-1)
Elutionspuffer e13a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
ABL1 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
e14a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
Wasser 21,09 21,07 19,77
EB-01 22,91 +/- 0,28 24,48 +/- 0,24 20,75 +/- 0,76
EB-02 22,04 +/- 0,18 22,11 +/- 0,39 19,90 +/- 0,12
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Abbildung 3.21: Einfluss des Elutionspuffers mit und ohne Detergenz auf die Triplex-
RT-qPCR mit Bead (Fluorogenics). Exemplarische Darstellung der
Amplifikationskurven der RT-qPCR für ABL1 mit den unterschiedli-
chen Elutionspuffern (VIC-Kanal, n=3).
Der Unterschied in der Befüllung der LoC-Kammern mit Wasser bzw. mit EB-02 ist
in Abbildung 3.22 dargestellt. Die Verwendung von EB-02 führt dazu, dass sich der
gebildete Schaum in der LoC-Kartusche am oberen Kammerrand sammelt, anstatt sich
in der ganzen Kammer zu verteilen, wie bei der Befüllung mit Wasser. Dies kann die
spätere Auswertung vereinfachen.
Abbildung 3.22: Foto der befüllten PCR-Kammer in der LoC-Kartusche. Einfluss des
verwendeten Elutionspuffers auf die Kammerbefüllung im LoC-System
während der RT-qPCR. A) Wasser, B) EB-02. Durch die Verwendung
des Detergenz (B)) wird der Schaum am Rand der Kammer angesam-
melt, wohingegen bei der Befüllung mit Wasser die Schaumblasen in
der ganzen Kammer verteilt sind. Dies kann die spätere Auswertung
beeinflussen.
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Weitere Faktoren, die im späteren LoC-System Einfluss auf die RT-qPCR nehmen
könnten, sind Rückstande des Waschpuffers WB-01 aus der Silika-basierten RNA-Aufrei-
nigung oder Abweichungen bzgl. des übertragenen Temperaturprofils im LoC-System.
Auf Grund dessen wurde die RT-qPCR mit Bead hinsichtlich ihrer Robustheit gegenüber
Waschpufferresten und Temperaturschwankungen charakterisiert.
Zur Überprüfung des Einflusses des Waschpuffers wurde der Triplex-RT-qPCR Master-
mix-Ansatz mit 0µL, 2µL, 4 µL und 8 µLWB-01 versetzt (das Volumen des Wassers wur-
de dementsprechend anteilig ersetzt). Alle Ansätze wurden mit der RNA-Verdünnungs-
stufe 10-2 durchgeführt. Durch die Zugabe des Waschpuffers konnte bei allen drei Targets
eine Abnahme der Fluoreszenzintensität festgestellt werden. Ein Einfluss auf die PCR-
Performance wurde vor allem bei dem Kontrollgen ABL1 ersichtlich, dabei kam es bei
der 2µL und 4 µL WB-01 zur Verschiebung des Ct-Wertes um >1 Ct-Wert und bei 8 µL
konnte keine Amplifikation mehr nachgewiesen werden. Bei e13a2 und e14a2 konnte kein
negativer Einfluss festgestellt werden. Lediglich die Zugabe von 8 µL WB-01 führte zu
einem Ausfall der RT-qPCR bei der Amplifikation von e14a2 (siehe Abbildung 3.23 und
Tabelle 3.4).
Tabelle 3.4: Einfluss diverser Restvolumina des Waschpuffers WB-01 auf die CML-
Triplex-RT-qPCR
Volumen
WB-01
e13a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
e14a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
ABL1 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
0 µL 23,65 +/- 0,02 23,03 +/- 0,29 26,34 +/- 0,18
2 µL 23,29 +/- 0,14 23,04 +/- 0,08 27,22 +/- 0,38
4 µL 23,18 +/- 0,20 23,68 +/- 0,32 28,21 +/- 0,2
8 µL 23,43 +/- 0,57 >50 >50
Abbildung 3.23: Einfluss diverser Restvolumina des Waschpuffers WB-01 auf die Tri-
plex-RT-qPCR mit Bead (Fluorogenics). Exemplarische Darstellung
der Amplifikationskurven der RT-qPCR für e13a2 und ABL1 mit den
unterschiedlichen Volumina an WB-01 (Cy5- bzw. VIC-Kanal, n=3).
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Des Weiteren wurde die Robustheit der Triplex-RT-qPCR mit Bead bezüglich Tempe-
raturschwankungen während der Reversen Transkription (50 °C +/- 2 °C), der Denatu-
rierung (95 °C +/- 2 °C) und des Annealings/der Elongation (60 °C +/- 2 °C) untersucht.
In allen Ansätzen wurden die RNA-Verdünnungsstufe 10-2 eingesetzt.Es konnte gezeigt
werden, dass die jeweiligen Temperaturschwankungen keinen signifikanten Einfluss auf
die CML-Triplex-RT-qPCR hatten (siehe Tabelle 3.5 und Abbildung 3.24).
Tabelle 3.5: Einfluss von Temperaturschwankungen +/- 2 °C während der Reversen
Transkription (RT), Denaturierung und des Annealings
Temperatur e13a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
e14a2 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
ABL1 mittlerer
Ct-Wert +/- STD
Standardprotokoll 29,75 +/- 0,18 29,92 +/- 0,40 29,34 +/-0,39
RT 48 °C 29,84 +/- 0,22 28,97 +/- 0,43 29,38 +/- 0,69
RT 52 °C 30,44 +/- 0,17 228,75 +/- 0,71 29,51 +/- 0,21
Annealing 62 °C 29,63 +/- 0,25 29,31 +/- 0,23 29,89 +/- 0,38
Annealing 58 °C 29,73 +/- 0,17 29,98 +/- 0,20 29,89 +/- 0,38
Denaturierung
97 °C
29,94 +/- 0,34 29,21 +/- 0,35 29,32 +/- 0,34
Denaturierung
93 °C
30,43 +/- 1,14 29,56 +/- 0,18 29,75 +/- 0,67
Abbildung 3.24: Einfluss von Temperaturschwankungen während der Reversen Tran-
skription (RT, 50 °C +/- 2 °C), Denaturierung (95 °C +/- 2 °C) oder
des Annealings (50 °C +/- 2 °C) auf die Triplex-RT-qPCR mit Bead
(Fluorogenics). Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurven
der RT-qPCR für e13a2 und ABL1 bei den verschiedenen Temperatu-
ren (Cy5- bzw. VIC-Kanal, n=3).
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3.2 LoC-Integration der etablierten Protokolle
Die etablierten Protokolle für verschiedenen Strategien der RNA-Aufreinigung sowie
der Triplex-RT-qPCR für die CML wurden anschließend in das LoC-System übertragen.
Dabei mussten weitere Anpassungen und Optimierungen vorgenommen werden. Die Er-
gebnisse für die Integration der Einzelfunktionen, sowie die anschließende Zusammen-
schaltung zum automatisierten Gesamtablauf sind in den folgenden Kapiteln dargestellt.
Alle Versuche wurden in technischen Replikaten durchgeführt.
3.2.1 Probenvorbereitung und RNA-Extraktion aus Vollblut
Für die LoC-Einzelfunktion „RNA-Aufreinigung“ waren drei verschiedene Aufreini-
gungsprotokolle etabliert worden. Die zwei Silika-basierten Aufreinigungsprotokolle konn-
ten ohne weitere Anpassungen der Kartusche integriert werden. Bei dem Oligo(dT)-
basierten Protokoll musste zusätzlich zur LoC-Anpassung der Protokolle auch die Kar-
tusche angepasst werden. Hierfür wurde ein Cellulosenitrat-Filter zur Abtrennung der
Oligo(dT)-beschichteten Beads in die Kartusche integriert.
3.2.1.1 LoC-Integration der Silika-basierten RNA- Aufreinigungsstrategien
Nach Etablierung der Silika-basierten Aufreinigungsprotokolle entweder mit selektiver
Blutlyse oder Gesamtblutlyse (siehe Kapitel 3.1.1.1) wurden die Verfahren in das LoC-
System integriert. Für die Ermittlung der prozentualen Ausbeuten bezogen auf die Refe-
renzkits (Qiagen (selektive Blutlyse) bzw. Macherey-Nagel (Gesamtblutlyse)) wurde die
Summe der Eluate 2 und 3 des LoC-Assays verwendet, da diese beiden Eluatfraktionen
auch in der späteren RT-qPCR im LoC-System verwendet werden, um das RT-qPCR-
Lyophilisat zu lösen. Eluat 1 wurde verworfen, da in diesem Eluat noch Waschpufferreste
aus dem Totvolumen des Filters enthalten waren. Die Ergebnisse der integrierten RNA-
Aufreinigung sind in den folgenden Abschnitten dargestellt.
Gesamtblutlyse
Es wurde mit der Intergation der Gesamtblutlyse begonnen, da bei diesem Protokoll die
gesamte Probenvorbereitung und RNA-Aufreinigung in die LoC-Kartusche integriert
und somit automatisiert werden konnte. Im Gegensatz zur selektiven Blutlyse sind hier
keine manuellen Vorbereitungsschritte notwendig.
Im ersten Integrationsschritt wurde das zuvor etablierte Aufreinigngsprotokoll eins zu
eins in die LoC-Kartusche mit dem Filter Grade D übertragen. Dabei konnte festgestellt
werden, dass das gepumpte Volumen der Waschpuffer nicht ausreichte, um den Filter
vollständig von Blutlysatrückständen zu befreien. Dies wurde durch einen verfärbten
Filter und gelblich bis rötlich gefärbte Eluate ersichtlich, welche in der RT-qPCR auch
keine Amplifikation zeigten. Daraufhin wurde die Anzahl der Pumphübe für die Wasch-
puffer erhöht und damit auch das gepumpte Volumen, wodurch der Filter und somit
auch das Eluat sauber wurden. Die RNA-Ausbeuten lagen jedoch mit 2,1%+/-0,4%
(bezogen auf Macherey-Nagel) bzw. 7,2%+/-1,5% (bezogen auf Qiagen) im einstelligen
94
3.2 LoC-Integration der etablierten Protokolle
Prozentbereich im Vergleich zu den Referenzkits.
Zusätzlich zum verstärkten Waschen des Filters wurde der Proteinase K-Verdau bzw.
die Blutlyse betrachtet. Dabei wurde zum einen wie bisher der Proteinase K-Verdau
in der LoC-Kartusche durchgeführt und zum anderen wurde der Lyseschritt mit dem
Proteinase K- Verdau außerhalb der Kartusche und bei verschiedenen Temperaturen
während der Inkubation durchgeführt, um zu überprüfen, ob die Lyse vollständig ablief
bzw. durch erhöhte Temperatur verbessert werden konnte. Nach dem manuell durchge-
führten Lyseschritt fand die nachfolgende Aufreinigung in der LoC-Kartusche statt.
Bei allen Versuchen konnte keine zufriedenstellende Ausbeute erzielt werden. Im Ver-
gleich zu den Referenzkits von Macherey-Nagel und Qiagen lagen die Ausbeuten weiter-
hin unter 10%. Weder die Teilintegration noch die erhöhte Temperatur beim Proteinase
K-Verdau führten zu einer Verbesserung der RNA-Ausbeuten (siehe Abbildung 3.25).
Abbildung 3.25: Integration und Optimierung der Silika-basierten RNA-Aufreinigung
mit Gesamtblutlyse im LoC-System. Zum einen wurden das gesam-
te Aufreinigungsprotokoll in die Kartusche integriert und zum ande-
ren wurde der Lyseschritt außerhalb der Kartusche bei unterschiedli-
chen Temperaturen während des Proteinase K-Verdaus durchgeführt
(n=3).
Im nächsten Schritt wurde ein Reduktionsmittel (Dithiotreitol; DTT) als RNase-
Inhibitor nach der Gesamtblutlyse hinzugegeben, um die Ausbeuten der LoC-Aufreinigung
zu optimieren, da vermutet wurde, dass eine eventuelle RNase-Kontamination in der
LoC-Kartusche ursächlich für die geringen RNA-Ausbeuten war. Durch die Zugabe
von DTT (f.c. 40mM), einerseits separat durch Pumpen oder andererseits im Binde-
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puffer BP-23, konnte keine Verbesserung der Ausbeute erzielt werden. Auch die RNA-
Fragmentierung konnte durch Zugabe des Reduktionsmittels nicht reduziert werden (sie-
he Abbildung 3.26).
Abbildung 3.26: Optimierung der Silika-basierten RNA-Aufreinigung mit Gesamtblut-
lyse im LoC-System durch Zugabe eines Reduktionsmittels nach dem
Lyseschritt. Links: Einerseits wurde nach dem Proteinase K-Verdau
DTT separat zum Lysat gepumpt und andererseits wurde der Bin-
depuffer BP-23 mit DTT versetzt. Die prozentualen Ausbeuten im
Vergleich zu den beiden Referenzkits konnte nicht verbessert werden
(n=3). Rechts: Exemplarische Darstellung der Elektropherogramme
für die LoC-Aufreinigung mit DTT und des manuell durchgeführten
Protokolls.
Da die RNA-Ausbeuten mit dem Gesamtblutlyseprotokoll (<10% bzw. absolute Ko-
pienzahl <5000Kopien/Eluat) nicht ausreichend hoch waren, wurde das etablierte Pro-
tokoll mit selektiver Blutlyse integriert. Durch die manuelle Probenvorbereitung mittels
selektiver Blutlyse konnte mit einer reineren, weniger komplexen Probe in den LoC-
Assay gestartet werden.
Selektive Blutlyse
Ausgehend vom etablierten manuellen Aufreinigungsprotokoll wurde dieses in ersten
Versuchen eins zu eins auf die LoC-Kartusche übertragen. Dabei wurde eine selektive
Blutlyse der Blutprobe durchgeführt und anschließend das Leukozytenpellet in LP-07
aufgenommen. Dieses Lysat wurde daraufhin in der LoC-Kartusche mit dem Silika-Filter
Grade D prozessiert. In den ersten Versuchen konnte jedoch festgestellt werden, dass die
Ausbeute bei der Integration des etablierten Protkolls ebenfalls, wie bei der Integration
der Gesamtblutlyse, deutlich abnahm und nur noch bei 7,5% bezogen auf das Referenzkit
„QIAmp® RNA Blood Mini Kit“ (Qiagen) lag. Daraufhin wurden weitere Optimierun-
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gen bezüglich Pufferanpassungen und Elutionsstrategie (Zeit, Dauer, fluidischer Ablauf)
vorgenommen.
Die im LoC-System aufgereinigte RNA nach Untersuchung mit dem Bioanalyzer2100
(Agilent Technologies) wies eine starke Fragmentierung (RIN <5) auf. Um eine mögliche
RNase-Kontamination auszuschließen, wurden Reduktionsmittel als RNase-Inhibitoren
in den Lysepuffer LP-07 hinzugegeben. Es wurde Dithiotreitol (DTT, f.c. 40mM) und zu-
sätzlich β-Mercaptoethanol (β-ME, 1%) in der LoC-Aufreinigung eingesetzt [111, 112].
Beide Reduktionsmittel sind in der Literatur als effektive RNase-Inhibitoren bekannt
[111]. Durch die Zugabe der Reduktionsmittel wurden die Ausbeuten deutlich gesteigert
und die Fragmentierung der RNA erfolgreich vermieden (siehe Abbildung 3.27)
Abbildung 3.27: Integration und Optimierung der Silika-basierten RNA-Aufreinigung
mit selektiver Blutlyse im LoC-System. Links: Durch Zugabe von
Reduktionsmitteln im Lysepuffer konnte die prozentuale Ausbeu-
te bezogen auf das Referenzkit (Qiagen, 100% Referenz) verbessert
werden (n=3). Rechts: Exemplarische Electropherogramme von drei
RNA-Eluaten (Agilent Bioanalyzer 2100). RNA-Eluate aus dem LoC-
System mit und ohne Reduktionsmittel im Vergleich zur manuell
durchgeführten Aufreinigung ohne Reduktionsmittel. Der RIN-Wert
ist > 7 für die LoC-Aufreinigung mit Reduktionsmittel und die eta-
blierte manuelle Aufreinigung.
Da DTT im Vergleich zu β-Mercaptoethanol keine Toxizität aufweist, wurden die
folgenden Versuche zur LoC-Integration mit 40mM DTT im Lysepuffer LP-07 durchge-
führt.
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Es wurden keine weiteren Versuche bezüglich der Pufferoptimierung unternommen, da
das etablierte Protokoll bereits eine Ausbeute von ca. 200% bezogen auf das Referenzkit
(Qiagen) lieferte. Auf Grund dessen wurden nun Anpassungen an der Elutionsstrategie
vorgenommen. Hierbei gab es zwei Stellschrauben: die Elutionszeit und -temperatur. Im
bisherigen LoC-Anlauf wurde die Elution bei 40 °C und für 60 s durchgeführt. Zur Op-
timierung der RNA-Ausbeute im LoC-System sollte zuerst der Einfluss der Elutionszeit
auf die RNA-Ausbeute untersucht werden. Daher wurde die Zeit einmal auf 5 s verrin-
gert, da im Säulchenprotkoll auch keine Inkubation notwendig ist und einmal auf 180 s
deutlich erhöht. Im nächsten Schritt wurde die Temperatur während der 60-sekündigen
Elution von standardmäßig 40 °C auf 60 °C erhöht, um eventuell das Lösen der Bindung
zwischen RNA und Silika-Filter zu erleichtern. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.28
dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass die Elution bei 40 °C und 60 s bereits die
optimalen Parameter waren und die höchsten Ausbeuten >40% lieferten.
Abbildung 3.28: Optimierung der Silika-basierten RNA-Aufreinigung mit selektiver
Blutlyse im LoC-System bezüglich der Elutionszeit und -temperatur.
Die Elutionszeit wurde erniedrigt und erhöht. Die Elutionstemperatur
wurde erhöht. Beide Variationen zeigten keinen positiven Einfluss auf
die RNA-Ausbeute. Die bisher gewählten Elutionsparameter (40 °C
und 60 s) führten bereits zur höchsten prozentualen RNA-Ausbeute
bezogen auf das Qiagen Referenzkit (n=2).
Im LoC-Ablauf der Aufreinigung wurde insgesamt dreimal eluiert. Für weitere Opti-
mierungsansätze wurde die Effektivität der Elution bestimmt. Dafür wurde die absolute
Kopienzahl in den einzelnen Eluatfraktionen betrachtet.Bei der LoC-Aufreinigung konnte
festgestellt werden, dass in allen drei Eluaten dieselbe Menge an RNA-Kopien vorhanden
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waren. Dahingegen war sowohl bei dem manuell durchgeführten Protokoll als auch bei
der Referenzaufreinigung mit dem Qiagen-Kit im ersten Eluat der Großteil an RNA zu
finden und im zweiten Eluat deutlich weniger RNA eluierbar (siehe Abbildung 3.29).
Abbildung 3.29: Vergleich der absoluten RNA-Kopien pro Eluatfraktionen der je-
weiligen Aufreinigungsprotokolle mit 500µL Blut. Bei der LoC-
Aufreinigung wurde in allen drei Eluatfraktionen dieselbe RNA-
Menge eluiert (schraffiertes Eluat würde im späteren LoC-Assay ver-
worfen werden), wohingegen bei den manuell durchgeführten Proto-
kollen im ersten Eluat der Großteil an RNA zu finden war (n=2).
Auf Grund der gleichen Verteilung der RNA in den einzelnen Eluatfraktionen in der
LoC-Aufreinigung wurde im nächsten Schritt versucht, über die Anpassung des fluidi-
schen Ablaufes die Elutionseffizienz zu verbessern, um damit die RNA-Ausbeuten in
den Eluaten 2 und 3, welche im späteren LoC-Ablauf in der RT-qPCR eingesetzt wur-
den, aufzukonzentrieren. Hierfür wurden drei Strategien getestet. Die erste Strategie
beruhte auf einer Herabsetzung der Strömungsgeschwindigkeit des Elutionspuffers über
den Filter durch peristaltisches Pumpen. Dabei konnte in keinem der Eluate RNA mit-
tels RT-qPCR nachgewiesen werden. Die zweite und dritte Strategie beruhten auf der
wiederholten Mehrfachelution mit derselben Eluatfraktion. Hierbei wurden zwei Eluate
mehrfach zur Elution verwendet, indem sie anstatt wie bisher einmal nun fünfmal über
den Filter mit unterschiedlichen fluidischen Abläufen gepumpt wurden. Mit einem Ab-
lauf wurden die Eluate im Kreis gepumpt („Zyklisches Pumpen“) und mit dem anderen
wurden die Eluate über den Filter vor- und zurück gepumpt („Schaukeln“). Eluat 1
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wurde wieder bei allen Abläufen verworfen, da sich noch Waschpufferreste in den Kanä-
len und im Filter befanden, welche in den folgenden LoC-Abläufen stören konnten. Die
Elutionsstrategie „Schaukeln“ der Eluate 2 und 3 über den Filter führte zu einer Erhö-
hung der absoluten Kopienzahl im Vergleich zur Standardelution im LoC-Ablauf (siehe
Abbildung 3.30). Der Vergleich der absoluten Kopienzahlen ist pro geschlossenem Expe-
riment mit derselben Blutprobe möglich. Auf Grund der unterschiedlichen Blutproben
ist zwischen den verschiedenen Experimenten keine quantitative Aussage zu treffen.
Abbildung 3.30: Anpassung der fluidischen Elutionsstrategie in der LoC-Aufreinigung
von 500µL Blut nach selektiver Erythrozytenlyse. Durch das fluidi-
sche „Schaukeln“ der Eluate über den Filter konnte eine Mehrfache-
lution mit denselben Eluaten abgebildet werden. Damit konnte eine
Aufkonzentrierung der RNA in den Eluaten 2 und 3 im Vergleich zur
Standardelution (einfache Elution pro Eluat) erreicht werden (n=2).
Abschließend wurden die im LoC-System generierten Eluate auf mögliche PCR-Inhibi-
toren, welche entweder aus den verwendeten Puffern während der Aufreinigung oder aus
der komplexen Blutprobe stammen konnten, untersucht.
Hierfür wurden zum einen die Eluate einer LoC-RNA-Aufreinigung im Vergleich zu
Eluaten aus der manuellen RNA-Aufreinigung einer Blutprobe mit diversen Volumina
(19,4 µL, 9,4 µL und 2µL, Wasservolumen dementsprechend angepasst) in der Triplex-
RT-qPCR mit lyophilisiertem Mastermix (Cirrus Strips RNA, Fluorogenics) getestet.
100
3.2 LoC-Integration der etablierten Protokolle
Zum anderen wurden so genannte „Leereluate“ hergestellt, d.h. es wurde eine LoC-
Aufreinigung ohne Zugabe einer Blutprobe durchgeführt und anschließend dem 27µL
„Leereluate“ (gepoolt aus Eluat 2 und 3) eine definierte RNA-Menge (3µL e13a2 RNA
101 (Invivoscribe)) zugesetzt. Dadurch konnte festgestellt werden, ob mögliche Pufferres-
te aus der Aufreinigung oder Kontaminationen (z.B. Proteine, Häm) aus der Blutprobe
die RT-qPCR beeinflussten. Als Referenz diente reiner mit RNA versetzter Elutionspuf-
fer (27 µL Elutionspuffer EB-02 plus 3µL RNA).
Die Ct-Werte für das Kontrollgen ABL1 sind in Tabelle 3.6 dargestellt. Es ist zu erken-
nen, dass in den Leereluaten keine Inhibitoren aus Pufferrückständen der LoC-Aufreinig-
ung enthalten waren bzw. diese keinen Einfluss auf die RT-qPCR haben. Dahingegen
ist eine deutliche Verschiebung der Ct-Werte zu erkennen, wenn Blutproben in der Auf-
reinigung eingesetzt werden. Denn sowohl mit LoC-Eluaten als auch mit Eluaten aus
dem manuellen Protokoll wurde der Ct-Wert höher, je größer das eingesetzte Eluatvo-
lumen in der anschließenden RT-qPCR war. Eine Ausnahme gab es bei 2 µL LoC-Eluat,
da auf Grund der zu geringen Konzentration keinen RNA nachgewiesen werden konnte,
jedoch konnte die Erhöhung des Ct-Wertes trotz erhöhtem Probenvolumens auch hier
beobachtet werden. Dies weist auf Inhibitoren, die aus der Probe ins Eluat gelangen, hin.
Tabelle 3.6: Charakterisierung des inhibierenden Einflusses der generierten Eluate im
LoC-System auf die RT-qPCR mit lyophilisiertem Mastermix. Dargestellt
sind die Ct-Werte für ABL1 (n.b.=nicht bestimmt)
Ct-Werte für ABL1
Eingesetzes
Eluat-
Volumen/PCR
[µL]
Eluat aus
manuellem
Protokoll
(Blutprobe)
LoC-Eluat
(Blutprobe)
LoC-Leereluat
+ RNA
Elutionspuffer
+ RNA
19,4 29,6 39,6 / 41,1 21,1 20,9
9,7 27,5 35,4 / 28,7 n.b. n.b.
2 25,6 > 50 24,3 23,5
3.2.1.2 LoC-Integration der Oligo(dT)-basierten mRNA-Aufreinigungsstrategie
Für die Integration der Oligo(dT)-basierten mRNA-Aufreinigung musste eine Möglich-
keit zur Abtrennung der Oligo(dT)-beschichteten Beads vom Lysat ohne Zentrifugation
geschaffen werden. Hierfür musste eine geeigneter Filter mit Porengröße <1µm (Wh-
atman Cellulosenitrat 0,8µm) identifiziert werden, welcher in die Kartusche eingebaut
werden konnte. Für die Lage des Filters in der Kartusche gab es zwei Möglichkeiten.
Zum einen konnte der Filter an derselben Stelle platziert werden, an der auch der Silika-
Filter normalerweise lag. Zum anderen konnte die Arraykammer für den Einbau eines
feinporigeren Filters genutzt werden (siehe Abbildung 3.31). Beide Varianten wurden in
fluidischen Versuchen untersucht. Dabei konnte bei ersten Versuchen bereits festgestellt
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werden, dass es bei beiden Positionen zwingend notwendig war, dass der Filterrand voll-
ständig dicht sein musste, damit die Beads durch den erhöhten fluidischen Widerstand
des feinporigen Filters nicht nur am Rand vorbei gespült werden. Für beide Umsetzun-
gen wurde der Filter für nachfolgende Versuche mit einem Kleberand versehen und eine
dünne Fritte als Stützstruktur eingelegt.
Abbildung 3.31: Möglichkeiten zum Einbau des Cellulosenitrat-Filters in die LoC-
Kartusche. A) Mögliche Positionen für den Cellulosenitrat-Filter
zur Abtrennung der Oligo(dT)-beschichteten Beads. Position 1: Ein-
bau eines 3-4mm großen Cellulosenitrat-Filters an vorgesehener
Stelle für Silika-Filter, Position 2: Einbau eines ca. 1x1 cm großen
Cellulosenitrat-Filters mit Fritte in der Arraykammer. B) Fluidik-
versuche mit Beads in Puffer. Ohne Kleberand werden die Beads am
Cellulosenitrat-Filter vorbei in die Abfallkammer gepumpt. Durch ei-
ne Verklebung des Cellulosenitrat-Filters mit der Kartusche werden
die Beads darauf zurückgehalten und damit abgetrennt (Durchfluss
klar).
Bei Einsatz des Cellulosenitrat-Filter an der ursprünglichen Position des Silika-Filters
konnte außerdem festgestellt werden, dass die Fläche zur Abtrennung der Oligo(dT)-
beschichteten Beads zu gering war. Dadurch setzte sich der Cellulosenitrat-Filter schnell
mit den Beads zu und ein weiteres Pumpen des Lysates war nicht mehr möglich. Für die
weitere Integration der mRNA-Aufreinigung und Umsetzung des fluidischen Ablaufes
wurde daher nur die Variante mit dem eingeklebten Cellulosenitrat-Filter in die Array-
kammer weiterverfolgt. Nachdem für diesen Ansatz die fluidischen Abläufe feststanden,
wurde in ersten Versuchen die etablierte Oligo(dT)-basierte mRNA-Aufreinigung im
LoC-System mit 500 µL Vollblut durchgeführt. Jedoch konnte hier kein positives Ergeb-
nis für die mRNA-Aufreinigung erzielt werden. Trotz des Proteinase K-Verdaus führte
die höhere Viskosität des Lysates zum Reißen des Filters und somit zum Verlust der
Oligo(dT)-Beads.
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Daraufhin wurde zur Vereinfachung der Probenkomplexität die mRNA-Aufreinigung mit
einem Zellkulturpellet durchgeführt. Das Pellet wurde in BL-01 und PBS aufgenommen
und mit Proteinase K verdaut. Nachdem die Beads hinzugegeben worden waren, wur-
de die mRNA-Aufreinigung in der LoC-Kartusche durchgeführt. Als Referenz wurde
ein manueller Assay mitgeführt. Die Ergebnisse der LoC-Aufreinigung im Vergleich zur
Referenz sind in Abbildung 3.32 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA-
Aufreinigung mit den Oligo(dT)-Beads und einer einfacheren Probe prinzipiell funktio-
niert, jedoch kam es zu hohen Abweichungen bei Verwendung verschiedener Kartuschen.
In den Versuchen, in denen der fluidische Ablauf auf keine Verstopfungs- oder Beipass-
problematik hinwies und der eingeklebte Filter gehalten hatte, konnte eine Ausbeute von
55,8% +/-6,3% im Vergleich zur Referenz erreicht werden (siehe Abbildung 3.32).
Abbildung 3.32: Ergebnisse der mRNA-Aufreinigung aus 106 Zellen mit Oligo(dT)-
Beads im LoC-System im Vergleich zur manuellen Referenz. Es wur-
den 4 technische Replikate in der LoC-Kartusche durchgeführt und
die mittlere Konzentration aus Eluat 1 und 2 bestimmt.
Aus den drei integrierten Aufreinigungsprotokollen wurde das vielversprechendste Pro-
tokoll, die Silika-basierte RNA-Aufreinigung mit selektiver Blutlyse, im späteren LoC-
Gesamtablauf eingesetzt (siehe Kapitel 3.2.3).
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3.2.2 Triplex-RT-qPCR
Für die Integration der Einzelfunktion „RT-qPCR“ wurde das aktuelle LoC-Kartuschen-
design gewählt, um die Triplex-RT-qPCR für den CML-Nachweis zu integrieren. Dabei
mussten fluidische Konzepte entwickelt und Thermomessungen vorgenommen werden.
3.2.2.1 Integration der CML-Triplex-RT-qPCR in das aktuelle
LoC-Kartuschendesign
Für die Integration der RT-qPCR für CML in das bereits bestehende LoC-Kartuschen-
design wurde der Triplex-Assay eingesetzt. Im ersten Schritt der Integration wurde eine
Thermomessung in der LoC-Kartusche durchgeführt, um das Temperaturprotokoll für
die RT-qPCR gemäß den Vorgaben des etablierten manuellen Assays einzustellen und die
Aufheiz- und Abkühlzeiten zu bestimmen. Zusätzlich wurden dabei die einzustellenden
Temperaturen für Reverse Transkription, Denaturierung und Annealing/Elongation an
den drei Heizern ermittelt. Hierfür wurde, wie in Kapitel 2.2.4.2 beschrieben, eine Ther-
mokartusche verwendet, um das Temperaturprotokoll wie im Cycler (5 min 50 °C RT, 50
Zyklen mit 15 s Denaturierung und 30 s Annealing + Elongation) auf das LoC-System
zu übertragen. Durch die Thermomessungen ergaben sich folgende Einstellungen für die
drei Heizer: Für die Reverse Transkription wurden Heizer 1 und 2 auf 53 °C eingestellt,
für die nachfolgende qPCR wurde der Heizer 1 auf 53 °C, Heizer 2 auf 99 °C und Heizer
3 auf 55 °C eingestellt. Mit diesen Heizereinstellungen und den ermittelten Aufheiz-und
Abkühlzeiten konnte das Temperaturprofil, wie in Abbildung 3.33 aufgeführt, eingestellt
werden.
Abbildung 3.33: Temperaturprofil für die RT-qPCR mit den benötigten Aufheiz- und
Abkühl- sowie Haltezeiten in der LoC-Kartusche (n=4). Im Vergleich
dazu ist eine Thermomessung im 7500 Real-Time PCR-System (App-
lied Biosystems) dargestellt.
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Nachdem das Temperaturprotokoll angepasst worden war, wurde für alle Targets ei-
ne RNA-Verdünnungsreihe in Duplikaten durchgeführt. Hierfür wurden die Primer und
Sonden zur Vorlagerung in der LoC-Kartusche (PCR Kammer PCR13) eingetrocknet
und mit PEG6000 überschichtet. Die RT-qPCR-Lyophilisate (Fluorogenics) wurden au-
ßerhalb der Kartusche gelöst und mit reverse Primer ABL1 und RNA versetzt. Anschlie-
ßend wurde der Mastermix in die Kartusche eingegeben und die RT-qPCR durchge-
führt (siehe Kapitel 2.2.4.2 A), Tabelle 2.27). Die RNA-Verdünnungen aller drei Targets
konnten im LoC-System über RT-qPCR reproduzierbar detektiert werden. Bezüglich
der Sensitivität war die LoC-PCR bisher nicht vergleichbar mit der manuellen bzw. im
qPCR-Cycler durchgeführten Triplex-RT-qPCR (bis 10-4 nachweisbar), da bei e14a2 die
RNA-Verdünnung 10-4 nicht nachweisbar war bzw. bei e13a2 nur eine schwache Am-
plifikation zeigte (siehe Abbildung 3.34 A)-C)). In Abbildung 3.34 D) sind die Aufnah-
men während des Annealings-/Elongationsschrittes nach jedem Zyklus dargestellt. Es
ist zu erkennen, dass die initiale Befüllung der Kartusche gut gelang. Jedoch bildete
sich während der PCR etwas Schaum bzw. kleine Blasen. Aus diesen Aufnahmen wur-
den die Fluoreszenzintensitäten bzw. die Kurvenverläufe mit Hilfe von Matlab ermittelt.
Die Amplifikationskurven zeigten meistens noch keinen optimalen sigmoidalen Kurven-
verlauf, wie er für Amplifikationskurven im herkömmlichen qPCR-Cycler zu erwarten
gewesen wäre.
Die Kurvenverläufe der einzelnen RT-qPCR Läufe im LoC-System wurden mit den
Referenzläufen am qPCR-Cycler verglichen (siehe Abbildung 3.35 A)-C)). Dabei konnte
festgestellt werden, dass die Amplifikationskurven der einzelnen Verdünnungen für e13a2
und e14a2 im LoC-System im Vergleich zum qPCR-Cycler eine deutliche Verschiebung
der Ct-Werte zu höheren Werten aufwiesen. Dahingegen war keine Verschiebung bei den
qPCR-Kurven für den ABL1 -Nachweis erkennbar.
Die Amplifikation in der LoC-Kartusche wurde zusätzlich durch eine Agarosegelelektro-
phorese überprüft. Das PCR-Produkt wurde durch Anbohren der Kartusche entnommen
und im Vergleich zum PCR-Produkt aus dem qPCR-Cycler auf die korrekten Amplifika-
te überprüft. Die PCR-Produkte sowohl aus dem LoC-System als auch aus dem qPCR-
Cycler wiesen die gleichen Amplifikatlängen (e14a2 125 bp bzw. 193 bp, e13a2 118 bp)
auf.
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Abbildung 3.34: Triplex-RT-qPCR mit RNA-Verdünnungsreihen für e13a2, e14a2 und
ABL1. Die RT-qPCR wurde im LoC-System durchgeführt und mit
Matlab ausgewertet. Es konnte erfolgreich ein zunehmendes Fluores-
zenzsignal detektiert werden, jedoch zeigten die Amplifikationskur-
ven noch nicht den optimalen sigmoidalen Verlauf. A) e14a2 10-1 bis
10-4, B) e13a2 10-1 bis 10-5, C) ABL1 10-1 und 10-2, D) Exemplari-
sche Darstellung der Rohdaten für die Aufnahmen nach jedem Zyklus
im LoC-System (Filter Cy5).
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Abbildung 3.35: Vergleich der Kurven und Amplifikate nach der RT-qPCR im LoC-
System und im qPCR-Cycler. A) e14a2, B) e13a2, C) ABL1, D)
Agarosegelelektrophorese (2% Agarose) der Amplifikate. Bahn 1)
FlashGelTM DNA Marker 50 bp–1.5 kb, Bahn 2) NTC qPCR-Cycler,
Bahn 3) NTC LoC-System, Bahn 4) e14a2 10-1 qPCR-Cycler, Ban-
de 125 bp und 193 bp, Bahn 5) e14a2 10-1 LoC-System, Bande 125 bp
und 193 bp, Bahn 6) e13a2 10-2 qPCR-Cycler, Bande 118 bp, Bahn 7)
e13a2 10-2 LoC-System, Bande 118 bp.
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Zur weiteren Integration der RT-qPCR wurde nun das RT-qPCR Bead (Fluorogenics)
in der Kartusche vorgelagert. Dafür wurden verschiedene fluidische Abläufe zum Lö-
sen des Beads untersucht. Dabei konnten zwei Vorlagerunggsstrategien identifiziert wer-
den: Das RT-qPCR Bead konnte auf Grund des symmetrischen LoC-Kartuschenaufbaus
entweder in der linken oder in der rechten Mastermixkammer vorgelagert werden. Für
das Lösen wurde der fluidische Ablauf mit dem peristaltischen Pumpen bezüglich der
Pump-hübe bzw. der Zyklenanzahl und des Transfers des gelösten Mastermixes in die
PCR-Kammer optimiert (siehe Kapitel 2.2.4.2 B)). Die etablierten fluidischen Abläufe
zum Bead lösen wurden für alle Targets mit der Verdünnungsstufe 10-2 durchgeführt und
anschließend sowohl die Kurvenverläufe als auch die Befüllung der Kammern nach dem
ersten Zyklus verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Lösen des RT-qPCR
Beads sowohl in der linken als auch in der rechten Kammer möglich ist und keinen
Einfluss auf die Amplifikation im Vergleich zum außerhalb der LoC-Kartusche gelösten
Bead erkennbar ist. Bei der Befüllung der PCR-Kammer nach dem ersten Zyklus konnte
festgestellt werden, dass das Bead-Lösen in der LoC-Kartusche bereits bei der initialen
Befüllung zu etwas mehr Schaumbildung in der PCR-Kammer führte (siehe Abbildung
3.36). Diese Schaumbildung zu Beginn der PCR führte im späteren Verlauf der PCR
dazu, dass sich etwas mehr Blasen in den PCR-Kammern bildeten, welche durch eine
erhöhte Lichtstreuung während der Fluoreszenzmesseung einen Einfluss auf die nachfol-
gende Auswertung des Kurvenverlaufs haben konnten (siehe Abbildung 3.37).
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Abbildung 3.36: Triplex-RT-qPCR im LoC-System mit Bead-Lösen in der LoC-
Kartusche (on-chip) im Vergleich zum Ablauf mit manuell gelöstem
Bead (off-chip). A) e14a2 10-2, B) e13a2 10-2, C) ABL1 10-2, D)
Exemplarische Darstellung einer Aufnahme von der befüllten PCR-
Kammer nach dem ersten Zyklus im LoC-System, nachdem das RT-
qPCR Bead in der LoC-Kartusche (Bead links bzw. rechts) oder ma-
nuell gelöst wurde.
Abbildung 3.37: Exemplarische Darstellung der Blasenbildung während der qPCR
von Zyklus 1–50 (Filter Cy5). A) In der LoC-Kartusche gelöstes RT-
qPCR Bead, B) Außerhalb der LoC-Kartusche gelöstes RT-qPCR
Bead.
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3.2.3 Gesamtablauf des CML-Assays im aktuellen LoC-System
Der Gesamtablauf wurde durch die Zusammenführung der Einzelfunktionen der Silika-
basierten RNA-Aufreinigung mit selektiver Blutlyse und der Triplex-RT-qPCR im ak-
tuellen Kartuschendesign realisiert. Es wurden 500 µL Blut eines gesunden Spenders
manuell mittels selektiver Blutlyse vorbereitet. Das Leukozytenpellet wurde in 350 µL
Lysepuffer LP-07 mit 40mM DTT aufgenommen, in die Probeneingabekammer der LoC-
Kartusche überführt und der Gesamtablauf im LoC-System (Prototyp 2), wie in Kapitel
4.2.3 beschrieben, gestartet. Die schematische Darstellung des Ablaufes und die Matlab-
basierte Auswertung der Gesamtabläufe für das Kontrollgen ABL1 ist in Abbildung 3.38
dargestellt. Für alle drei Triplikate konnte ein erfolgreicher ABL1 -Nachweis im etablier-
ten LoC-Gesamtablauf gezeigt werden.
Abbildung 3.38: Erfolgreicher LoC-Gesamtablauf für das Kontrollgen ABL1. Das Leu-
kozytenpellet aus der selektiven Lyse von 500 µL Vollblut wurde in die
Kartusche eingebracht. Die Silika-basierte RNA-Aufreinigung mit an-
schließender Triplex-RT-qPCR wurde automatisiert durchgeführt. Die
Fluoreszenzdetektion fand im HEX-Kanal für das Kontrollgen ABL1
statt (n=3).
Im Vergleich zum manuellen Ablauf der etablierten LoC-kompatiblen Protokolle wur-
de eine Verschiebung im Mittel um ca. 3–4 Ct-Werte der Amplifikationskurve im LoC-
Gesamtablauf festgestellt. So zeigte der LoC-Assay für den Kontrollgennachweis einen
höheren Ct-Wert (ca. 28–29) als die manuell durchgeführten Protokolle der Silika-basierten
Aufreinigung mit selektiver Blutlyse und anschließender Triplex-RT-qPCR mit dem flüs-
sigen Qiagen-Mastermix (ca. 24–25) bei gleichem Blutvolumen (500µL) (siehe Abbildung
3.39).
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Abbildung 3.39: Vergleich der normierten Amplifikationskurven für das Kontrollgen
ABL1 im LoC-Gesamtbablauf und dem etablierten manuellen Refe-
renzablauf (Silika-basierte Aufreinigung nach proprietärem Protokoll
und Triplex-RT-qPCR mit Qiagen-Mastermix). In den Assays wurden
jeweils 500 µL Blut eingesetzt.
3.3 Evaluierung des etablierten CML-Assays mit künstlichen
Proben und Realproben
Die etablierten LoC-Protokolle für die RNA-Aufreinigung und die BCR-ABL1 Tri-
plex-RT-qPCR wurden zum einen mit einer künstlichen Probe, basierend auf Blut, ver-
setzt mit einer definierten Anzahl einer Leukämiezelllinie, charakterisiert (=künstliches
Probenmodell). Zum anderen standen sechs Realproben von CML-Patienten für die Eva-
luierung zur Verfügung (Informationen zu den Patientenproben siehe Tabelle 2.28). Für
die Austestung der künstlichen CML-Proben bzw. des klinischen Probenmaterials wurde
das RNA-Aufreinigungsprotokoll verwendet, welches in den oben beschriebenen Versu-
chen die beste Ausbeute lieferte und bereits im LoC-System als Gesamtablauf etabliert
werden konnte. Dementsprechend wurden die Realproben bzw. künstlichen Proben zu-
erst mit den etablierten manuellen Protokollen für die Silika-basierte RNA-Aufreinigung
mit selektiver Blutlyse und anschließender Triplex-RT-qPCR getestet. Daraufhin wurden
die Proben ebenfalls im LoC-System prozessiert.
3.3.1 Evaluierung des etablierten manuellen Assays mit dem
Zellkulturmodell
Für die künstlichen Proben wurde 500µL Blut gesunder Probanden mit einer definier-
ten Zellzahl (106 bis 100) Zellen) der Zelllinien BV-173 (e13a2-positiv) oder K562 (e14a2-
positiv) versetzt (je n=3). Anschließend erfolgte die Silika-basierte RNA-Aufreinigung
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mit selektiver Blutlyse gefolgt von der CML-Triplex-RT-qPCR (basierend auf dem „Quan-
tiNova Multiplex RT-PCR Mastermix“ (Qiagen)). Die ermittelten Konzentrationen des
jeweiligen Fusionstranskriptes und des Kontrollgens sind in Abbildung 3.40 dargestellt.
Die einzelnen Verdünnungsstufen der positiven Leukämiezellproben waren durch die Ab-
nahme der Fusionstranskript-Konzentration zu erkennen. Die Konzentration des Kon-
trollgens ABL1 blieb dagegen weitgehend konstant. Einzige Ausnahme sind die Proben,
bei denen eine hohe Anzahl an Leukämiezellen (106 und 105 Zellen) zugesetzt wurden.
Dadurch wurde die Konzentration von ABL1 erhöht. Es konnte eine Verdünnung von
ca. 100 positiven Leukämiezellen in 500 µL Blut (ca. 4 Mio. Leukozyten) reproduzierbar
nachgewiesen werden. Die künstliche Probe mit 10 Leukämiezellen konnte mit der BV-
173 Zellinie nur einmal und mit der K-562 Zelllinie zweimal in der Dreichfachbestimmung
detektiert werden.
Abbildung 3.40: Charakterisierung der etablierten RNA-Aufreinigung mit selektiver
Blutlyse und anschließender Triplex-RT-qPCR. Es wurden Verdün-
nungsstufen von 106 bis 100 Leukämiezellen BV-173 (e13a2 positiv)
und K-562 (e14a2 positiv) in 500µL Blut hergestellt. Die absoluten
Kopienzahlen pro Eluat für beide Fusionsvarianten und des dazugehö-
rigen Kontrollgens ABL1 wurden bestimmt (n=3)
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3.3.2 Evaluierung des LoC-Assays mit dem Zellkulturmodell
Das selbe Probenmodell, Blut versetzt mit Zellen der Zelllinien K-562 oder BV-173,
wurde ebenfalls im LoC-Gesamtablauf getestet. Hierfür wurde die selektive Blutlyse
des Vollblutes mit den hinzugesetzten Leukämiezellen manuell durchgeführt und an-
schließend das Zellpellet in Lysepuffer LP-07 mit 40mM DTT aufgenommen. Das Lysat
wurde in die LoC-Kartusche überführt und der Ablauf von der RNA-Extraktion bis
zur Triplex-RT-qPCR gestartet. Dabei konnten die Zellzahlen von 106 und 105 Leuk-
ämiezellen in 500 µL Blut für beide Zelllinien nachgewiesen und unterschieden werden.
Die künstliche Probe mit 104 K562- bzw. BV-173-Zellen in 500 µL Blut wurde nicht
mehr reproduzierbar (BV-173, e13a2-positiv) bzw. nur noch sehr schwach nachgewiesen
(K562, e14a2-positiv). Bei dieser Verdünnungsstufe lag somit die Nachweisgrenze für den
LoC-Gesamtablauf. Die Verdünnungsstufe 103 der Zelllinien in Vollblut zeigte für beide
Fusionsvarianten keine nachweisbare Amplifikation mehr. In der Abbildungen 3.41 sind
die Ergebnisse der LoC-Gesamtabläufe für die Verdünnungen der Zelllinie BV-173 bzw.
K-562 in 500µL Blut dargestellt.
Abbildung 3.41: Charakterisierung des LoC-Gesamtablaufes mit verschiedenen Ver-
dünnungen der Zelllinie BV-173 (e13a2 positiv, A)) bzw. K-562
(e14a2 positiv, B)) in 500 µL Vollblut. Das Leukozyten-Zellkultur-
Pellet wurde mittels selektiver Lyse der Erythrozyten hergestellt und
in Lysepuffer LP-07 mit 40mM DTT aufgenommen. Anschließend
erfolgte der gesamte Ablauf von der RNA-Extraktion bis zur Triplex-
RT-qPCR und e13a2-(Cy5-Filter) bzw. e14a2-Detektion (FAM-Filter)
im LoC-System. Die Auswertung erfolgte mit Matlab (n=2).
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3.3.3 Evaluierung des etablierten manuellen Assays mit Patientenproben
Der etablierte CML-Assay wurde mit den sechs vom Robert-Bosch-Krankenhaus zur
Verfügung gestellten Patientenproben evaluiert. Es wurde ebenfalls eine Silika-basierte
Aufreinigung mit selektiver Blutlyse (siehe Kapitel 2.2.3.2) und anschließender Triplex-
RT-qPCR (basierend auf dem „QuantiNova Multiplex RT-PCR Mastermix“ (Qiagen)
siehe Kapitel 2.2.3.6) durchgeführt. Einzige Ausnahme waren 2 Proben von Patienten,
die noch keine Therapie erhalten hatten. Hier wurde das Probenvolumen von 500 µL auf
50 µL reduziert, da das Leukozytenpellet durch die erhöhte Leukozytenkonzentration zu
stark vergrößert war (siehe Abbildung 3.42).
Für die Quantifizierung wurden DNA-Standards für e13a2, e14a2 und ABL1 von 106
bis 101Kopien/µL mitgeführt. Nach der Auswertung der RT-qPCR-Daten konnte der
Fusionstyp sowie das Verhältnis von BCR-ABL1 bezogen auf das Kontrollgen ABL1 in
Prozent bestimmt werden.
Abbildung 3.42: Vergleich des Leukozytenpellets aus 50µL Blut und 500 µL Blut des
Patienten 1.1 mit dem Leukozytenpellet aus 500 µL gesundem Blut.
Durch die noch nicht therapierte Leukämie wiesen zwei Patientenpro-
ben eine deutlich erhöhte Leukozytenzahl auf, woraus eine Reduktion
des Blutvolumens von 500µL auf 50µL notwendig wurde.
Alle Patientenproben waren positiv für die Fusionsvariante e14a2. Die Proben der zwei
gesunden Spender waren negativ für die Fusionsvarianten und zeigten nur im Kontrollgen
ABL1 eine Amplifikation. In der Abbildung 3.43 sind die prozentualen BCR-ABL1 zu
ABL1 Verhältnisse für die positiven Patientenproben aufgetragen. Hierbei ist deutlich
zu erkennen, dass die zwei Proben der Patienten, die noch keine Therapie erhalten hat-
ten, ein deutlich erhöhtes Verhältnis BCR-ABL1/ABL1 aufwiesen. Proben, die während
der Therapie genommen wurden, zeigten hier bereits eine deutliche Verringerung. Der
Rückgang der BCR-ABL1 -Transkripte während der Therapie war besonders deutlich bei
Patient 1 zu erkennen, da von diesem drei Verlaufsproben vorlagen.
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Abbildung 3.43: Prozentualen BCR-ABL1/ABL1 -Verhältnisse der Patientenproben ge-
messen mit dem etablierten CML-Assay. Die Patientenproben wurden
mittels der etablierten Silika-basierten Aufreinigung und Triplex-RT-
qPCR getestet. Anschließend erfolgte die Auswertung durch Berech-
nung der prozentualen Verhältnisse von BCR-ABL1 bezogen auf das
Kontrollgen ABL1. Bei Patient 1 standen drei Verlaufsproben wäh-
rend der Therapie zur Verfügung (n=2).
Um die Ergebnisse des eigens entwickelten Assays von der Silika-basierten Proben-
aufreinigung bis zur Triplex-RT-qPCR vergleichen und das Ansprechen der Therapie
nach dem International Scale einordnen zu können, wurden alle Patientenproben unter
Verwendung des gleichen Probenvolumens mit einem Referenzassay getestet. Es wur-
den die Qiagenkits „QIAmp® RNA Blood Mini Kit“ (RNA-Aufreinigung) und „ipsogen
BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit“ verwendet. Die Ergebnisse der ermittelten prozentualen
BCR-ABL1/ABL1 -Verhältnisse, welche zusätzlich noch mit Hilfe einer Kalibrierprobe
auf den International Scale umgerechnet wurden, sind in Abbildung 3.44 dargestellt.
Durch die Umrechnung auf den International Scale und die Angaben der Hersteller-
anleitung zur Interpretation konnten die Patientenproben bezüglich ihres Therapiean-
sprechens bewertet werden. Dabei konnte für alle Patientenproben unter Therapie kein
molekulares Ansprechen festgestellt werden, da die ermittelten BCR-ABL1/ABL1%-
Verhältnisse > 0,15 waren. Die ermittelten Verhältnisse der Patientenproben mit dem
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Referenzassay bzw. der Verlauf der Patientenprobe 1 zeigten ebenfalls eine vergleichbare
Abnahme wie die Ergebnisse mit dem eigens etablierten CML-Assays.
Abbildung 3.44: Prozentualen BCR-ABL1/ABL1 -Verhältnisse der Patientenproben ge-
messen mit dem Referenzassay. Die Patientenproben wurden mittels
Qiagen Referenzassay getestet. Anschließend erfolgte die Auswertung
durch Berechnung der prozentualen Verhältnisse von BCR-ABL1 be-
zogen auf das Kontrollgen ABL1 und die Umrechnung auf den Inter-
national Scale (n=2).
Vom Robert-Bosch-Krankenhaus wurden für die Patientenproben 1.1 und 3 ebenfalls
Werte für das prozentuale BCR-ABL1/GAPDH -Verhätnis (nicht auf IS bezogen) zur
Verfügung gestellt. Dabei betrug der Wert für Patient 1.1 0,06 (= 6%) und für Patient 3
0,08 (= 8%).
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Zusätzlich wurde die eigens etablierte CML-Triplex-RT-qPCR bezüglich des Kalibrator-
Wertes, der Hands-on-time und der Time-to-result mit dem Qiagen Referenzassay ver-
glichen (siehe Tabelle 3.7). Dabei wurde ersichtlich, dass die Triplex-RT-qPCR bezüg-
lich der Kalibrierprobe einen ähnlichen Wert wie die Referenz-PCR lieferte. Hinsichtlich
Hands-on-time und Time-to-result, konnte der in dieser Arbeit etablierte CML-Assay
geringere Werte erzielen mit einer Zeitersparnis von in Summe 3 h.
Tabelle 3.7: Vergleich des in dieser Arbeit etablierten CML-Assays mit dem Qiagen
Referenzassay
Kriterium Eigens etablierter
CML-Assay
Qiagen Referenzassay
BCR-ABL1/ABL1 -
Verhältnis der
Kalibrierprobe
0,15% 0,18%
Hands-on-time 50min 70min
Time-to-result 3,2 h 6,2 h
3.3.4 Evaluierung des LoC-Assays mit Patientenproben
Die vom Robert-Bosch-Krankenhaus zur Verfügung gestellten Patientenproben wur-
den ebenfalls im LoC-System getestet. Zur Probenvorbereitung wurde eine selektive
Blutlyse des Vollblutes durchgeführt und das Leukozytenpellet in 350µL Lysepuffer LP-
07 mit 40mM DTT aufgenommen. Dieses Lysat wurde in die Probeneingabekammer
der LoC-Kartusche gegeben und der Gesamtablauf von der RNA-Extraktion bis zur RT-
qPCR gestartet. Je Probe mussten auf Grund des Prototypenstatuses der LoC-Plattform
jeweils ein LoC-Gesamtablauf für die Fusionsvariante e14a2 (FAM) sowie das Kontrollgen
ABL1 (HEX) durchgeführt werden, da nur jeweils ein Filterset zur Detektion eingebaut
werden konnte.
Von den sechs Proben konnten im LoC-System drei Proben positiv auf e14a2 getestet
werden. Das Kontrollgen wurde in 5 von 6 Proben positiv getestet. Die Probe 1.2 führte
zu einem kompletten Ausfall im LoC-System. Vor allem die Patientenproben, welche zum
Zeitpunkt der Diagnose abgenommen wurden, konnten für die Fusionsvariante e14a2 und
das Kontrollgen ABL1 positiv getestet werden. Des Weiteren konnte die Verlaufsprobe
für Patient 2 positiv für e14a2 getestet werden. Die Ergebnisse der Amplifikatioskurven
für das Kontrollgen ABL1 und die Fusionsvariante e14a2 sind in Abbildung 3.45 darge-
stellt.
Für die LoC-Integration konnte gezeigt werden, dass die Parameter wie Hands-on-time
und Time-to-result durch den gestiegenen Automatisierungsgrad deutlich reduziert wer-
den konnten. So beträgt die Hands-on-time für den LoC-integrierten CML-Assay <5min
anstatt 50min, trotz der manuellen Vorbereitung der Blutprobe mittels selektiver Blut-
lyse. Die Time-to-result konnte auf ca. 2,5 h verkürzt werden im Vergleich zum manuell
durchgeführten Assay mit einer Dauer von 3,2 h (Vergleich Tabelle 3.7).
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Abbildung 3.45: Erfolgreiche Durchführung des LoC-integrierten CML-Assays mit Re-
alproben. Die Patientenproben wurden mittels selektiver Blutlyse
vorbereitet, anschließend wurde die RNA-Aufreinigung und die Tri-
plex-RT-qPCR im LoC-System automatisiert durchgeführt. Alle sechs
Patientenproben wurden jeweils auf die Fusionsvariante e14a2 (FAM-
Kanal, A)) und das Kontrollgen ABL1 (HEX-Kanal, B)) überprüft.
Drei Proben (Patient 1.1, 2, 3) wurden für beide Targets positiv ge-
testet. Zwei Proben (Patient 1.3, 1.4) zeigten nur im Kontrollgen eine
Amplifikation und eine Probe (Patient 1.2) führte zu einem Totalaus-
fall. Ein exemplarischer Vergleich der Amplifikationskurven mit der
manuellen Referenz ist für Patient 3 dargestellt (C)/D)).
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In der vorliegenden Arbeit wurden drei LoC-kompatible RNA-Aufreinigungsprotokolle
für Vollblut und ein BCR-ABL1 -Nachweis basierend auf der RT-qPCR entwickelt und
etabliert. Anschließend fand die Integration der etablierten Protokolle in das LoC-System
statt. Ferner wurde der etablierte LoC-Assay mit einem Probenmodell und Realproben
im Vergleich zur manuellen Durchführung des CML-Nachweises evaluiert.
Die in Kapitel 3 beschriebenen Ergebnisse sollen im Folgenden reflektiert und diskutiert
werden.
4.1 Entwicklung LoC-kompatibler Protokolle für den
CML-Nachweis
4.1.1 RNA-Aufreinigung
Für die Probenvorbereitung des Vollblutes und die anschließende RNA-Aufreinigung
wurden drei LoC-kompatible Protokolle etabliert, um technisch verschiedene Ansätze
auf ihre Integrationsfähigkeit zu prüfen. Die Protokolle unterschieden sich zum einen
in der Probenvorbereitung und zum anderen in der zu Grunde liegenden Methodik der
RNA-Extraktion:
1. Probenvorbereitung
• Selektive Blutlyse
• Gesamtblutlyse
2. RNA-Extraktionsmethodik
• Silika-Filter
• Oligo(dT)-Beads
Aufgrund von Materialunverträglichkeiten mit der LoC-Kartusche lag die Herausfor-
derung bei der Entwicklung von LoC-kompatiblen Aufreinigungsprotokollen darin, diese
ohne Ethanol als klassisches Fällmittel für Nukleinsäuren zu etablieren. Des Weiteren
war die Reduktion der Reagenzienanzahl und -volumina ein weiteres Ziel, da in der Kar-
tusche die Vorlagerungskapazität begrenzt und das Fassungsvermögen von beispielsweise
der Probeneingabekammer und dem Abfallbehälter limitierend war. Zuletzt war auch
die reduzierte Filtergröße mit einem Durchmesser von 3mm durch die LoC-Kartusche
vorgegeben. Im Vergleich dazu besitzt ein herkömmliches Aufreinigungskit meistens ei-
ne Filtergröße von 7mm (z.B. Qiagen). Basierend auf dieser Ausgangssituation wurden
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verschiedene Protokolle etabliert:
Das erste Protokoll umfasste die selektive Blutlyse des Vollblutes mit anschließen-
der Silika-basierter RNA-Aufreinigung. Da Vollblut hauptsächlich aus Erythrozyten be-
steht (ca. 99%) und die Leukozyten damit nur einen Bruchteil des Blutes darstellen (ca.
1%), wurde im ersten Ansatz ein geeignetes Protokoll zur selektiven Erythrozytenlyse
etabliert. Durch die Lyse der Erythrozyten wird das Häm als möglicher Inhibitor für
die nachfolgende RT-qPCR entfernt [44]. Durch den Einsatz eines geeigneten selektiven
Blutlysepuffers [98] konnte im Vergleich zum Referenzkit „QIAmp® RNA Blood Mini
Kit“ eine Reduktion des Gesamtvolumens erreicht werden. Das benötigte Blut:Puffer-
Verhältnis konnte von 1:5 auf 1:2 durch skalieren des Puffervolumens reduziert wer-
den. Die Durchführung der selektiven Blutlyse war auf Grund der fehlenden Zentri-
fugationsmöglichkeiten und der Aufbereitung des Leukozytenpellets nur schwer in die
LoC-Kartusche zu integrieren. Auf Grund dessen wurde die selektive Blutlyse mit einer
reduzierten Blutmenge von 500µL anstatt wie empfohlen mit 10–20mL für den CML-
Nachweis [113] und einem verringerten Einsatz des selektiven Blutlysepuffers etabliert,
um für die externe Probenvorbereitung nur minimales Laborequipment zu benötigen.
So wird es dem Anwender ermöglicht, die selektive Erythrozytenlyse in einem kleinen
Standard-Reaktionsgefäß von 1,5–2mL durchzuführen, wodurch keine große Zentrifuge
am späteren LoC-Einsatzort notwendig wird.
In den nächsten Schritten wurde das Aufreinigungsprotokoll bezüglich Lyse-, Binde-,
Wasch- und Elutionspuffer sowie Filtermaterial gemäß den LoC-Spezifikationen ange-
passt. Durch die Anpassungen konnte trotz der Abwesenheit von Ethanol und der redu-
zierten Filtergröße die Ausbeute im Vergleich zum Referenzkit von Qiagen verdoppelt
werden. Bei der Etablierung des Aufreinigungsprotokolls mit selektiver Blutlyse konn-
te festgestellt werden, dass Guanidiniumhydrochlorid als chaotropes Salz im Lysepuffer
nicht ausreichend war. Erst durch die Verwendung von Guanidiniumthiocyanat, ein stär-
ker chaotropes Salz, konnten die Ausbeuten deutlich verbessert werden. Dies lies sich mit
der stärkeren Chaotropizität, Fähigkeit zur Störung der Wasserstruktur und Erniedri-
gung von hydrophoben Wechselwirkungen, erklären [4]. Durch diese wurden zum einen
RNasen effizienter inhibiert [6, 62] und zum anderen erfolgte eine stärkere Bindung der
RNA an den Silika-Filter [114].
Die Filterauswahl führte ebenfalls zu einer weiteren Erhöhung der RNA-Ausbeute. Hier-
bei konnte die Verwendung des Filter mit der größten Filterdicke und Porengröße, sowie
der höchsten Durchflussgeschwindigkeit die Ausbeute nochmals verbessern. Die Eigen-
schaften des Filters sind aus den Herstellerangaben ersichtlich [115]. Durch die erhöhte
Dicke und größere Porengröße wird die Bindung der RNA an den Filter begünstigt.
Durch die Dicke wird die Wegstrecke verlängert, die das Lysat durch die Membran zu-
rücklegt. Die größeren Poren vereinfachen eventuell das Eindringen der RNA-Moleküle
aus dem Lysat in den Filter und die anschließende Elution durch vereinfachtes Eindrin-
gen des Elutionspuffers. Durch diese beiden Einflussgrößen ist anzunehmen, dass mehr
Silanolgruppen zum Binden der RNA zur Verfügung stehen.
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Um die etwas zeitintensive, externe Probenvorbereitung mittels selektiver Blutlyse zu
umgehen, wurde im zweiten Silika-basierten Protokoll diese durch einen Gesamtblut-
lyseansatz ersetzt. Auf Grund des begrenzten Fassungsvermögens der Probeneingabe-
kammer wurde auch hier das Blutvolumen auf 400–500 µL begrenzt, damit eine Zugabe
von Lyse- und Bindepuffer weiterhin möglich war. Basierend auf dem Referenzkit von
Macherey-Nagel „NucleoSpin® RNA Blood Kit“ wurde bei der Lyse der Proteinase K-
Verdau eingesetzt. Dabei konnte in ersten Versuchen gezeigt werden, dass der Lysepuffer
LP-07 aus dem Protokoll mit selektiver Blutlyse nicht für die Gesamtblutlyse geeignet
war, da der Filter durch die unzureichende Lyse verstopfte. Des Weiteren konnte beob-
achtet werden, dass der ebenfalls zuvor eingesetzte Waschpuffer WB-01 nicht optimal
für die RNA-Aufreinigung mit Gesamtblutlysat war. Denn während des Waschvorganges
konnte beobachtet werden, dass der Silika-Filter nicht mehr von den Lysatrückständen
befreit werden konnte und eine Rotfärbung (durch Häm) aufwies, welche am Ende auch
das Eluat kontaminierte. Diese Kontamination mit Hämoglobin oder Häm führte in der
nachfolgenden RT-qPCR zu einer Inhibition der PCR [116–118].
Durch die im Blut enthaltenen Proteine, welche auch an den Silika-Filter binden können,
wird die effektive Bindekapazität reduziert [119]. Dadurch war es wichtig die Proteine
durch effektive Waschschritte zu entfernen. Auf Grund dessen wurden zum einen neue
Gesamtblutlysepuffer basierend auf Literaturrecherchen [107,108] getestet und optimiert
und zum anderen wurde das Waschprotokoll angepasst. Durch einen stärker chaotro-
pen Lysepuffer und den Proteinase K-Verdau konnte das Blutlysat soweit verflüssigt
und lysiert werden, dass die Filtergängigkeit und die Bindung verbessert werden konn-
ten [120, 121]. Zudem wurde das Waschprotokoll dahingegen optimiert, dass im ersten
Waschschritt mit einem reduziert chaotropen Puffer gewaschen wurde, um die Blutlysat-
rückstände zu entfernen. Das wurde erforderlich, da augenscheinlich beim Waschen mit
dem PEG6000-haltigen Waschpuffer WB-01 die Blutrückstände verklebten (Häm) und
in der anschließenden Elution mit Wasser wieder gelöst wurden. Mit dem angepassten
Waschprotokoll (1. schwach chaotroper Waschpuffer ohne PEG6000, 2./3. Waschschritt
mit reduziertem PEG6000-Gehalt) und dem angepassten Lysepuffer BL-03 konnte eine
Ausbeute von 73% im Vergleich zum Referenzkit von Macherey-Nagel erreicht werden.
In beiden etablierten Protokollen wurde die Anzahl der benötigten Waschpuffer von 2
(Qiagen) bzw. 3 (Macherey-Nagel) auf 1 bzw. 2 Puffer reduziert.
Im dritten Protokoll wurde die zuvor zu Grunde liegende Silika-basierte Aufreinigungs-
strategie geändert und ein Oligo(dT)-basiertes Protokoll zur mRNA-Aufreinigung aus
Blut etabliert. Der Vorteil der spezifischen mRNA-Aufreinigung besteht darin, dass der
Hintergrund im Eluat an weiteren RNA-Typen (tRNA oder rRNA) gering ist und keine
DNA ko-aufgereinigt wird. Die mRNA macht nur einen kleinen Prozentteil von 1–5%
der Gesamt-RNA aus [10]. Ein weiterer Vorteil hinsichtlich der späteren LoC-Integration
ist, dass die Oligo(dT)-basierten Aufreinigungsprotokolle kein Ethanol enthalten. Die In-
tegration der Oligo(dT)-Beads in die LoC-Kartusche im Rahmen dieser Arbeit stellte
sich jedoch als besondere Herausforderung dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
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kommerziell erhältliche „GeneluteTM direct mRNA Miniprep Kit“ (Sigma Aldrich) für
die Verwendung mit Vollblut angepasst, da dieses für die Anwendung mit Zellkultur-
zellen, Gewebe oder Gesamt-RNA etabliert ist. Durch die Verwendung des Lysepuffers
BL-01 in Kombination mit einem Proteinase K-Verdau konnte sowohl das Blut lysiert
als auch Bindebedingungen für die Hybridisierung der mRNA an die Oligo(dT)-Beads
eingestellt werden. Um Bindebedingungen für die Oligo(dT)-basierte Hybridisierung zu
erhalten, wurde ebenfalls eine hohe ionische Stärke von positiven Kationen benötigt. Da-
durch wird die Verbindung zwischen den zwei negativen Oligonukleotiden (Poly(A) und
Oligo(dT)) vermittelt [10]. Durch einen zusätzlichenWaschschritt mit dem im Kit enthal-
tenen Waschpuffer Wash Solution konnte das Blutlysat mit den Oligo(dT)-beschichteten
Beads direkt auf den Filter zur Abtrennung gegeben werden. Im Vergleich zum Kit konn-
te somit auf den Schritt zur Abtrennung der Beads mittels Zentrifugation verzichtet
werden. Durch diese Optimierung konnte das Protokoll für die spätere LoC-Integration
angepasst werden. Mit dem angepassten Protokoll wurde eine RNA-Ausbeute aus 500 µL
Blut vergleichbar mit dem Silika-basierten Qiagen-Kit erzielt. In der Literatur konnte
zum jetzigen Stand lediglich ein Oligo(dT)-basiertes Aufreinigunsprotokoll für Vollblut
gefunden werden [122].
4.1.2 RT-qPCR
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine LoC-kompatible RT-qPCR für den CML-Nachweis
erfolgreich etabliert. Durch die verzögerte Zugabe der spezifischen Primer und Sonden
nach der Reversen Transkription konnte die Sensitivität verbessert werden. Dies lies
vermuten, dass die Primer und/oder Sonden die Reverse Transkription durch Mispri-
ming oder Bildung von Primer-Dimeren negativ beeinflussten. Somit konnte sowohl im
Singleplex- als auch im Triplex-Ansatz eine vergleichbare Sensitivität von einer positi-
ven Leukämiezelle in 100.000 negativen Zellen bzw. einer RNA-Verdünnung von 10-5,
wie in der Literatur beschrieben [2,123–125], erreicht bzw. vergleichbare Ergebnisse wie
mit dem CML-Referenzkit von Qiagen (ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit) erzielt
werden. Des Weiteren konnte der erhöhte Zeit- und Reagenzienaufwand der zwei Two-
Step Singleplex-Ansätze für BCR-ABL1 und ABL1 im Referenzassay auf einen One-Step
Multiplex-Ansatz reduziert werden.
Zusätzlich zum sensitiven Nachweis des BCR-ABL1 -Fusionsgens für das Monitoring
konnte durch die entwickelte RT-qPCR auch eine Differenzierung der zwei häufigsten
Fusionsvarianten e13a2 und e14a2 erreicht werden. Dadurch kann dieser CML-Nachweis
nicht nur für das Monitoring, sondern auch für die differentielle Diagnose im Multiplex-
Ansatz eingesetzt werden. Die Differenzierung wird heute häufig nur über die unter-
schiedlichen Amplifikatlängen in der Gelelektrophorese durchgeführt [40, 41] oder über
einen Two-Step Singleplex-RT-qPCR-Ansatz nachgewiesen [45]. Durch diese Erweite-
rung und Vereinfachung kann eine zusätzlich prognostische Information durch Kenntnis
der Fusionsvariante aus der Probe erhalten werden [26,47] ohne den technischen Aufwand
der Identifizierung mittels Gelelektrophorese oder eines Two-Step RT-qPCR-Ansatzes.
Für die folgende LoC-Integration wurde die etablierte RT-qPCR weiter angepasst und
charakterisiert. Zum einen musste ein lyophilisierter Mastermix zur Vorlagerung in der
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LoC-Kartusche identifiziert werden. Zum anderen mussten die Primer und Sonden in
eingetrockneter Form vorgelagert werden. Durch den Austausch des flüssigen Mastermi-
xes „QuantiNova Multiplex RT-PCR Kit“ (Qiagen) mit einem Mastermix-Lyophilisat
konnte mit dem Cirrus Strips RNA (Fluorogenics) im Singleplex-Ansatz ein geeigne-
tes Lyophilisat, welches zu keinem Sensitivitätsverlust führte, identifziert werden. Im
Gegensatz dazu führte der Austausch im Triplex-Ansatz zu einem Sensitivitätsverlust.
Der Sensitivitätsverlust mit weiteren, getesteten Lyophilisaten von Jena Bioscience und
GE Healthcare lies sich dadurch erklären, dass diese Lyophilisate laut Herstelleranlei-
tung nur für eine konventionelle RT-PCR mit anschließender Gelelektrophorese etabliert
worden waren [126,127]. Dahingegen ist das Lyophilisat von Flurogenics laut Hersteller-
angaben für real-time PCR-Anwendung einsetzbar [128], wodurch sich die vergleichbare
RT-qPCR-Performance im Singleplex-Ansatz erklären lässt. Im Gegensatz dazu nahm
die PCR-Effizienz trotz diverser Optimierungsversuche im Triplex-Ansatz ab, was dar-
auf hin weist, dass dieser Mastermix nicht für Multiplex-Reaktionen optimiert ist.
Das Eintrocknen der Primer und Sonden zur Vorlagerung erfolgte bei Raumtempera-
tur. Zur Stabilisierung der eingetrockneten Oligonukleotide wurden Trehalose, Xanthan,
PEG6000, Low-melt Agarose und Paraffin verwendet. Alle eingesetzten Additive werden
in der Literatur als stabilisierende und schützende Komponenten für Gefriertrocknungs-
prozesse [129] oder eingetrocknete PCR-Reagenzien beschrieben [66,107,130]. Sie sollten
zum einen eine stabilisierende Wirkung bei der Langzeitlagerung haben und zum anderen
die eingetrockneten Substanzen vor einem vorzeitigen Lösen schützen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die zuvor genannten Anforderungen an das Additiv nur durch PEG6000
erfüllt. Trehalose und Xanthan können, wie in der Literatur beschrieben ist, eine sta-
bilisierende Wirkung während der Langzeitlagerung haben [66], jedoch lösten sich die
eingetrockneten Substanzen unverzüglich bei Flüssigkeitskontakt. Paraffin wird zur Sta-
bilisierung von eingetrockneten Mastermixen verwendet, da es wasserunlöslich ist und
somit die Komponenten verzögert freisetzt [130]. Die Low-melt Agarose lässt sich nur un-
ter Temperaturzufuhr lösen und könnte so ebenfalls den Löseprozess verzögern. Jedoch
wurden die beiden zuletzt genannten Additive nach ersten Versuchen ausgeschlossen, da
ihre Handhabung nicht komfortabel war. Das äußerte sich dadurch, dass sie entweder
als Feststoff bei der Überschichtung der eingetrockneten Oligonukleotide im LoC-System
eingesetzt hätten werden müssen oder bereits in der Pipettenspitze aushärteten.
Durch die Überschichtung der eingetrockneten Oligonukleotide mit PEG6000 konnten
diese vor einem verfrühtem Lösen bei Flüssigkeitskontakt geschützt werden. Ein förder-
licher Effekt auf die Stabilität der eingetrockneten Primer und Sonden konnte weder
bei sofortiger Verwendung noch nach einer Langzeitlagerung von einem Jahr festgestellt
werden. Es konnte somit gezeigt werden, dass eingetrocknete Oligonukleotide auch ohne
Additiv stabil waren. Jedoch konnten bei Überschichtung mit PEG6000 durch seine ho-
he Schmelztemperatur von 55–60 °C [131] die eingetrockneten Oligonukleotide erst mit
Zufuhr von Temperatur freigesetzt und somit vor einer Verschleppung beim Durchspü-
len der Kanäle in der LoC-Kartusche geschützt werden. Durch die anschließende gute
Wasserlöslichkeit und die geringe Konzentration von 1% PEG6000 in der PCR konnten
keine inhibitorischen Effekte auf die PCR festgestellt werden. Zudem lag die PEG6000-
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Konzentration deutlich unter dem in der Literatur angegeben Konzentrationsbereich bei
dem PEG6000 als Beschleuniger (5–15%) oder Inhibitor (> 15%) wirkt [132,133].
Da PEG6000 nicht nur zum Schutz der eingetrockneten Reagenzien, sondern auch im
Waschpuffer WB-01 eingesetzt wurde, wurde der Einfluss von höheren PEG6000-Konzen-
trationen auf die RT-qPCR untersucht. Im späteren LoC-Assay verbleibt der Waschpuf-
fer WB-01 trotz Spülen der Kanäle mit Elutionspuffer vor der Elution als Totvolumen
im Filter und im angrenzenden Kanalsystem der LoC-Kartusche zurück. Gemäß Be-
rechnung der Kanalvolumina und der Filterkammer verbleibt ein Volumen von ca. 8 µL.
Dieses Waschpuffervolumen gelangt in die Elution und kann die anschließende RT-qPCR
stören. Auf Grund dessen wurde die RT-qPCR mit diversen Volumina an WB-01 ver-
setzt, so dass die finale Konzentration an PEG6000 in der RT-qPCR bei 3%, 6% und
12% lag. In der Literatur findet man Angaben, dass PEG6000 in einem Konzentrati-
onsbereich von 5–15% als PCR-Beschleuniger wirken kann [132]. Auf Grund der vor-
liegenden RT-qPCR-Ergebnisse lässt sich hier eine Target-Abhängigkeit bezüglich der
PEG6000-Konzentration vermuten, da bei der RT-qPCR für das Target e13a2 mit den
zwei niedrigen PEG6000-Konzentrationen, wie in der Literatur angegeben, ein positiver
Effekt auf die RT-qPCR durch Verringerung des Ct-Wertes festgestellt werden konnte.
Im Gegensatz dazu wurden die Ct-Werte bei der RT-qPCR für das Kontrollgen ABL1
in Abhängigkeit der PEG6000-Konzentration zu höheren Werten verschoben bzw. sehr
hohe WB-01-Volumina führten zur vollständigen Inhibition der RT-qPCR.
Zur besseren Befüllung der mikrofluidischen Kanäle wurde standardmäßig der Elutions-
puffer mit Tween80 (EB-01) oder Pluronic F-127 (EB-02) versetzt. Auf Grund dessen
wurde überprüft, ob ein Einfluss dieser beiden nicht-ionischen Detergenzien auf die Tri-
plex-RT-qPCR zu beobachten war. Durch die Zugabe von Tween80 kam es zu einer
Erhöhung des Ct-Wertes um ca. 2 Zyklen und damit zu einer Verringerung der Sensiti-
vität, obwohl Tween80 in der Literatur als PCR-Beschleuniger beschrieben wird [134].
Diese abweichende Beobachtung ist eventuell auf die vorangestellte Reverse Transkrip-
tion zurückzuführen, welche möglicherweise empfindlicher auf die Zugabe von Tween80
reagiert. Im Gegensatz dazu hatte Pluronic F-127 keinen signifikanten Einfluss auf die
RT-qPCR-Effizienz. Zusätzlich konnte bei der Befüllung der PCR-Kammern in der LoC-
Kartusche ein positiver Effekt bezüglich Blasen- bzw. Schaumbildung beobachtet werden.
Durch das vertikale Bewegen des Mastermixes zwischen den Temperaturzonen im LoC-
Ablauf bildete sich häufig Schaum bis hin zu Blasen, welche die Auswertung erheblich
beeinträchtigten. Durch den Einsatz von EB-02 konnte im Gegensatz zur Verwendung
von reinem Wasser die willkürliche Anordnung der Schaumblasen in der Kammer re-
duziert werden. Zudem wurden durch die Verwendung von EB-02 in der LoC-PCR der
Schaum bzw. die Blasen im oberen Teil der Kammer angesammelt. Dadurch konnte die
Auswertung im unteren Teil der Kammer meistens ohne den wechselnden Einfluss der
Blasen bzw. des Schaumes durchgeführt werden.
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Es gibt viele verschiedene LoC-Systeme, welche es auf Grund ihrer Beschaffenheit
ermöglichen, verschiedene Laborabläufe zu miniaturisieren (siehe Tabelle 1.1 und 1.2).
Das Ziel dieser Arbeit war es, einen gesamten CML-Assay von der Probenvorbereitung
bis hin zur CML-Detektion mit Hilfe der von der Robert Bosch GmbH entwickelten
LoC-Plattform zu automatisieren.
4.2.1 LoC-Aufreinigung
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Protokolle der RNA-Aufreinigung konnten
nicht ohne nachträgliche Anpassungen auf die LoC-Plattform übertragen werden, da die
RNA-Ausbeuten im Vergleich zur manuellen Durchführung in der Plattform zunächst
deutlich abnahmen.
Bei der Silika-basierten Aufreinigung in der LoC-Kartusche mit selektiver Blutlyse konn-
te durch die Analyse des Fragmentierungsgrades festgestellt werden, dass die RNA stark
fragmentiert wurde. Dies impliziert, dass eventuell eine RNase-Kontamination der LoC-
Kartusche oder des Silika-Filters vorlag. Eine Kontamination der verwendeten Puffer
konnte ausgeschlossen werden, da die manuelle RNA-Aufreinigungskontrolle mit dem
Silika-Säulchen keine Fragmentierung aufwies. RNasen sind ubiquitär vorhanden und
sehr stabil, weshalb es besonders wichtig ist, bei RNA-Arbeiten auf eine RNase-freie
Umgebung zu achten [6]. Durch Reduktionsmittel können RNasen inhibiert werden. Auf
Grund dessen wurde der Lysepuffer für die LoC-Aufreinigung mit zwei etablierten Re-
duktionsmitteln, β-Mercaptoethanol und Dithiotreitol, versetzt [111]. Durch die Zugabe
der Reduktionsmittel konnten die Ausbeuten um einen Faktor 5–7 erhöht werden. Auch
die Fragmentierung konnte damit vermieden werden, was darauf hinwies, dass die LoC-
Kartuschen oder der Silika-Filter möglicherweise im Zuge des komplexen Kartuschen-
aufbaus mit RNasen verunreinigt worden waren.
Da die RNA-Aufreinigung mit den etablierten Puffern im manuellen Ablauf eine aus-
reichend hohe prozentuale Ausbeute lieferte (ca. 200% bezogen auf das Referenzkit),
mussten die weiterhin bestehenden Verluste an RNA während der LoC-Aufreinigung
(Ausbeuten ca. 40% bezogen auf das Referenzkit) folglich durch die veränderten Bedin-
gungen in der LoC-Kartusche entstehen. In der LoC-Kartusche ist es nicht möglich zu
zentrifugieren und auch die Volumen-zu-Oberflächen-Verhältnisse sowie die Strömungs-
bedingungen unterscheiden sich vom etablierten Säulchenprotokoll. Deshalb wurde in
weiteren Optimierungsschritten die Elutionsstrategie betrachtet. Die höchste Ausbeute
konnte bei einer Elutionszeit von 60 s mit einer Elutionstemperatur von 40 °C erreicht
werden. In der Literatur sind ähnliche Angaben zur Elutionstemperatur in mikrofluidi-
schen Systemen zu finden, wobei eine Erhöhung der Elutionstemperatur von 20 °C auf
40 °C eine verbesserte Ausbeute lieferte [121]. Eine weitere Erhöhung der Elutionstempe-
ratur auf 60 °C führte jedoch wieder zu einer Abnahme der RNA-Ausbeuten. Bezüglich
der Elutionszeit ist bei kommerziell erhältlichen RNA-Aufreinigungskits keine Inkuba-
tionszeit des Elutionspuffers auf dem Filter vor der Elution vorgeschrieben (Vergleich
Referenzaufreinigungen). In der Literatur findet man Angaben, dass RNA sehr schnell
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eluiert [114] und der Hauptteil der Eluate in den ersten beiden Fraktionen zu finden
ist [121]. Auf Grund dessen ist es überraschend, dass eine Inkubation des Elutionspuf-
fers auf dem Filter von 60 s die beste Ausbeute lieferte. Jedoch konnte auch beobach-
tet werden, dass alle drei Eluate (je 20µL) dieselbe Konzentration an RNA aufwiesen.
Dies lässt darauf schließen, dass die Bindung der RNA in der LoC-Kartusche effizient
funktionierte, aber die Elutionseffizienz trotz weiterer Temperaturzufuhr und Erhöhung
der Inkubationszeit nicht mit der Effizienz der Referenz vergleichbar war. Die Bindung
zwischen RNA und Silika-Filter wurde durch das schnelle Pumpen des Elutionspuffers
über den Filter möglicherweise nicht ausreichend gelöst. Durch mehrfache Elution mit
zwei Eluatfraktionen konnte die RNA-Menge pro Eluat aufkonzentriert werden. Dies
impliziert, dass genug RNA auf dem Filter gebunden haben musste, welche erst durch
Mehrfachelution eluiert werden konnte.
Mit einer RNA-Ausbeute von 36-70% bzw. einer absoluten ABL1 -Kopienzahl von
>10.000Kopien in der Summe aus Eluat 2 und 3, würde gemäß den Leitlinien genügend
RNA für einen CML-Nachweis in der nachfolgenden RT-qPCR zur Verfügung stehen, da
der Grenzwert für das Monitoring der CML bei 10.000 ABL1 -Kopien/Reaktion liegt [28].
Die Inter-Assay Schwankungen der einzelnen RNA-Aufreinigungen im LoC-System aus
500 µL Blut können über Unterschiede zwischen den verwendeten Blutproben und mit
der Komplexität der Probe erklärt werden [62, 77, 134, 135]. Die Proben wiesen eine
unterschiedliche Lagerzeit auf und stammten von unterschiedlichen Spendern. Des Wei-
teren können technische Faktoren, wie der manuelle Kartuschenaufbau und die manuell
durchgeführte selektive Blutlyse, Einfluss auf die Reproduzierbarkeit bzw. Vergleichbar-
keit einzelner Versuche gehabt haben. Diese Vermutung wird dadurch gestützt, dass
die Ausbeuten der manuell durchgeführten RNA-Aufreinigung mit selektiver Blutlyse
ebenfalls Schwankungen, wenn auch geringer, aufwiesen, da auch diese Durchführung
ähnlichen Einflussfaktoren unterliegt (Blutprobe, manueller Säulchenaufbau).
Die Integration der manuellen Probenvorbereitung mittels selektiver Blutlyse in die
LoC-Kartusche war nicht umsetzbar. Um eine solche zeitaufwändige und fehler- bzw.
kontaminationsanfällige Probenvorbereitung zu vermeiden, gibt es verschiedene Ansätze
in der Literatur diese Probenvorbereitung ohne Zentrifugation und selektive Blutlyse in
mikrofluidische Plattformen zu integrieren. Diese reichen von diversen Ansätzen zur Zell-
separation [136–139] bis hin zu einer einfachen Gesamtblutlyse mittels Proteinase K [83].
Im aktuellen LoC-Design der Robert Bosch GmbH war die Integration der Gesamtblut-
lyse am einfachsten umsetzbar. Die einzige Limitierung bestand im maximal einsetzba-
ren Blutvolumen von 500µL. Auch hier mussten vor allem die Waschschritte angepasst
werden, da im mikrofluidischen System die Reinigung des Filters mit dem etablierten
manuellen Protokoll nicht ausreichend effizient war. Die Ausbeuten der Gesamtblutlyse
konnten jedoch weder durch die Anpassung der Waschschritte noch durch die Tempera-
turerhöhung beim Proteinase K-Verdau und ebenso wenig durch Zugabe von Redukti-
onsmitteln verbessert werden. Dies weist darauf hin, dass ein LoC-kompatibles Protokoll
im manuellen Ablauf soweit optimiert werden muss, dass die technisch-bedingten Ein-
schränkungen bei der LoC-Integration (z.B. keine Ausnutzung von Zentrifugalkräften für
den Flüssigkeitstransport) besser kompensiert werden können. Eine andere Vermutung
126
4.2 Integration in die LoC-Plattform
ist, dass das vergrößerte Volumen-zu-Oberflächenverhältnis in der LoC-Kartusche zu ei-
ner unspezifischen Adsorption von Molekülen an der Kartuschenoberfläche führte [140]
bzw. ein erhöhtes Risiko für den Kontakt mit RNasen besteht, da die Kontakt- bzw.
Verweilzeit zwischen LoC-Oberfläche und Probe im LoC-System im Vergleich zum Fil-
tersäulchen deutlich erhöht ist.
Die größte Herausforderung bei der Integration des dritten etablierten Aufreinigungs-
protokolles, welches auf Oligo(dT)-beschichteten Beads beruhte, war die Prozessierung
der Beads. Zur Abtrennung der Beads mit gebundener mRNA vom Lysat musste eine
technische Lösung in der Kartusche gefunden werden, welche eine große Fläche aufwies
sowie dicht und stabil gegen hohe Drücke war. Des Weiteren sollte sie im aktuellen Kar-
tuschendesign umsetzbar sein. Es gab zwei Möglichkeiten: entweder an der eigentlichen
Silika-Filterposition oder in der Microarray-Kammer. Davon erwies sich nur die Mi-
croarray-Kammer als geeignet. Hier war die Fläche groß genug, der Filter konnte dicht
verklebt und das Kartuschenlayout musste nicht angepasst werden. Der Filter wurde
schräg eingeklebt, so dass es durch den tangentialen Fluss des Lysat-Bead-Gemisches
zu keiner Filterkuchenbildung am Einströmkanal kommen konnte. Dadurch konnte das
Risiko zur Verstopfung des feinen Filters durch die Oligo(dT)-beschichteten Beads ver-
mindert werden. Als Filtermaterial wurde ein Cellulosenitratfilter (Whatman, 0,8 µm)
ausgewählt. Dieser konnte einfach zugeschnitten werden und weist eine hohe Flexibilität
und Festigkeit auf [141]. Durch das Verkleben der Ränder und der Fritte als Stützstruktur
konnte ein dichter und stabiler Aufbau etabliert werden (siehe Kapitel 4.1.1 Abbildung
2.5). Jedoch zeigte sich in den Versuchen, dass durch das Blutlysat mit seiner hohen
Viskosität der Filter an der Klebekante riss. Da es sich um einen manuellen Aufbau
handelte und das Blutlysat trotz Proteinase K-Verdau einen zu hohen Druck am Filter
aufbaute, wurde zur Vereinfachung ein Zellpellet anstelle von Blut eingesetzt. Dadurch
konnte die Komplexität der Proben und die Viskosität des Lysates reduziert werden und
eine Oligo(dT)-Bead-basierte mRNA-Aufreinigung in der LoC-Kartusche war erfolgreich
möglich. Es konnten Ausbeuten von bis zu ca. 55% im Vergleich zum manuell durch-
geführten Protokoll erreicht werden. Jedoch führte der manuelle Filtereinbau und das
gelegentliche Reißen des Kleberandes zur Reduktion bzw. zum Verlust der mRNA und
damit zu schwankenden RNA-Ausbeuten. In der Literatur ist ein vergleichbarer Ansatz
zur Integration von Oligo(dT)-Beads zu finden. Hierbei wurden dieselben Beads (Sig-
ma Aldrich) verwendet und diese in eine Monolith-Struktur eingebettet, welche in ein
mikrofluidisches System integriert wurde. Die Ausbeuten an mRNA, welche aus Zellkul-
turproben extrahiert wurde, sind im Vergleich zum „GeneluteTM direct mRNA Miniprep
Kit“ im Mittel um den Faktor 16 reduziert [142]. Im Vergleich dazu konnten in dieser
Arbeit die mRNA-Ausbeuten in einem ähnlichen mikrofluidischen System deutlich er-
höht werden, d.h. die mRNA-Ausbeuten wurden mit dem hier verwendeten LoC-System
im Vergleich zum manuellen Assay nur um den Faktor 2 reduziert. Ein möglicher Grund,
kann die hier fehlende Einbettung der Oligo(dT)-Beads sein, wodurch die sich in Sus-
pension befindenden Beads eine bessere Bindung der mRNA ermöglichen.
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es grundsätzlich gelungen ist, alle drei Pro-
tokollvarianten der RNA-Aufreingung auf die LoC-Plattform zu übertragen. Es zeig-
te sich jedoch, dass die einzelnen Protokolle unterschiedliche Vor- und Nachteile hat-
ten. Die Silika-basierte Aufreingung und die Oligo(dT)-basierte Aufreinigung mit Ge-
samtblutlyse würden eine manuelle Probenvorbereitung eliminieren, jedoch waren beim
Silika-basierten Ansatz mit Gesamtblutlyse die Ausbeuten deutlich reduziert und bei
der Oligo(dT)-basierten Aufreinigung stellte die technische Umsetzung durch den stabi-
len Einbau des Cellulosenitratfilters eine Herausforderung dar. Bei der Silika-basierten
Aufreinigung mit selektiver Blutlyse besteht zwar der Nachteil einer manuellen Proben-
vorbereitung, aber die anschließende RNA-Aufreinigung in der LoC-Kartusche lieferte
zuverlässig und reproduzierbar eine ausreichend hohe Ausbeute.
4.2.2 RT-qPCR im LoC-System
Die in dieser Arbeit etablierte Triplex-RT-qPCR für den CML-Nachweis wurde in das
aktuelle Kartuschendesign der LoC-Plattform integriert.
Hierfür wurde zuerst das Temperaturprotokoll für die RT-qPCR übertragen. Die Tempe-
raturen und die Aufheiz-/Abkühlzeiten konnten nahe an die Temperaturen im verwende-
ten qPCR-Cycler angepasst werden. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die etablierte
RT-qPCR robust gegenüber Temperaturschwankungen von +/- 2 °C über das gesamte
Temperaturprotokoll war. Dies lies erwarten, dass die PCR-Performance im LoC-System
vergleichbar zum manuellen Cycler-Protokoll war. Trotz des gut eingestellten Tempera-
turprotokolls kam es im LoC-Versuch jedoch zu einer Verschiebung des Ct-Wertes zu
höheren Werten im Vergleich zum Referenzlauf im qPCR-Cycler, v.a. beim Nachweis
der zwei Fusionsvarianten. Des Weiteren führte die LoC-Integration zu einem Sensitivi-
tätsverlust der RT-qPCR. Das ausgewählte RT-qPCR-Lyophilisat (Fluorogenics) zeigte
bereits in den Versuchen im qPCR-Cycler einen Sensitivitätsverlust im Vergleich zum
flüssigen Mastermix (Nachweisgrenze 10-5). Durch die nicht optimale PCR-Performance
des Beads und die technischen Herausforderungen der LoC-Integration konnte nur noch
eine RNA-Verdünnung von 10-3 reproduzierbar nachgewiesen werden. Dadurch konnte
die geforderte Nachweisgrenze für ein Therapiemonitoring in dieser Arbeit noch nicht
erreicht werden. Es ist somit anzustreben, in Anschlussarbeiten ein optimiertes Lyophi-
lisat für die Multiplex-Anwendung zu identifizieren, um die PCR-Performance wieder zu
verbessern. Darüber hinaus lies sich der Sensitivitätsverlust zusätzlich durch die Bildung
von Blasen und Schaum während der PCR in der LoC-Kartusche erklären. Der Verlust
an PCR-Mastermix durch Verdampfen in mikrofluidischen Systemen, v.a. mit offenen
Kanälen, ist aus der Literatur bekannt [143]. Die Blasenbildung war je nach Kartu-
schencharge durch den aktuell noch manuellen Aufbau unterschiedlich stark ausgeprägt.
Durch die Blasenbildung ist davon auszugehen, dass Mastermix verloren ging und somit
nie das vollständige PCR-Volumen zum richtigen Zeitpunkt beim richtigen PCR-Schritt
zur Verfügung stand, wodurch sich eine Reduktion der Effizienz in der PCR ergab. Des
Weiteren konnten die Blasen und der Schaum die Qualität der Auswertung durch Licht-
streuungseffekte beeinflussen, welche sich im volatilen Kurvenverlauf der Amplifikation
(z.B. Einbrüche in der Fluoreszenzintensität) zeigte, da die Blasen und der Schaum
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sich in der gesamten PCR-Kammer verteilen können. Durch die Verwendung von EB-
02 konnte die willkürliche Verteilung der Blasen/des Schaums kontrolliert werden. Des
Weiteren könnte durch Integration eines passiven Referenzfarbstoffes, wie beispielsweise
ROX, in den PCR-Mastermix, Effekte durch Blasenbildung oder Volumenverlust ausge-
glichen werden. Dadurch könnten Schwankungen in der Fluoreszenzintensität durch die
konstante Hintergrundfluoreszenz normalisiert und die Ergebnisse damit vergleichbarer
werden [144, 145]. Die Integration des Prozessschrittes „Bead lösen“ hatte dagegen kei-
nen Einfluss auf die Effizienz der PCR.
Eine Quantifizierung der BCR-ABL1 -Transkripte für die CML ist für die klinische An-
wendung notwendig, jedoch wäre dies auf Grund der fehlenden Ct-Wert Ermittlung und
der nicht integrierbaren Standardreihen momentan nur eingeschränkt möglich. Im ak-
tuellen Kartuschendesign wäre jedoch eine relative Quantifizierung, trotz der fehlenden
Standardreihen in der LoC-Kartusche, mittels einer Batchkalibrierung und über Berech-
nung der ∆Ct-Methode (BCR-ABL1/ABL1 ) umsetzbar, wie es auch beim GeneXpert®
BCR-ABL Test (Cepheid) durchgeführt wird [39, 46]. Für die Integration der Standar-
dreihen zur absoluten Quantifizierung der RNA-Transkripte ist eine technische Erwei-
terung basierend auf einer miniaturisierten Mikrotiterplatte in einer neuen Generation
der LoC-Kartusche (mikrofluidischer qPCR-Array) notwendig. Diese technische Erwei-
terung der aktuellen LoC-Kartusche wurde in einer parallel bei der Robert Bosch GmbH
durchgeführten Doktorarbeit adressiert [109].
4.2.3 LoC-Gesamtablauf
Für den CML-Assay konnte ein erfolgreiches Proof-of-principle des LoC-Gesamtablauf-
es gezeigt werden. Hierfür wurden die Einzelabläufe der Silika-basierten RNA-Aufreini-
gung mit selektiver Blutlyse und der Triplex-RT-qPCR für den CML-Nachweis fluidisch
zusammengeschaltet. Trotz erfolgreichem Nachweis konnte eine Verschiebung des Ct-
Wertes (ca. 3–4 Zyklen) im Vergleich zum etablierten, manuell durchgeführten Protokoll
beobachtet werden. Dies lässt sich zum einen durch den Verlust an RNA während der
LoC-Aufreinigung erklären (siehe auch 4.2.1) und zum anderen durch die reduzierte Effi-
zienz der Multiplex-PCR unter Einsatz des nicht optimalen RT-qPCR-Lyophilisates (sie-
he auch 4.2.2), wie bereits bei der Durchführung der Einzelfunktionen im LoC-System
beobachtet werden konnte. Einen weiteren Einfluss könnten die Inhibitoren im Eluat
haben, welche durch die Probenmatrix in das Eluat gelangen konnten. Im Rahmen die-
ser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren aus der Probe die RT-qPCR bei
Verwendung des Lyophilisates störten und deshalb durch eine Optimierung des Wasch-
protokolls, beispielsweise durch erhöhtes Waschen während der Aufreinigung, reduziert
werden müssten. Diese Angriffspunkte zur weiteren Optimierungen der Sensitivität soll-
ten in Folgearbeiten weiter betrachtet werden.
Die Automatisierung durch die LoC-Integration führte zu einer deutlichen Reduktion der
manuellen Schritte. Lediglich die Probenvorbereitung mittels selektiver Blutlyse musste
weiterhin händisch durchgeführt werden. Diese manuelle Probenvorbereitung ist von der
Dauer vergleichbar wie die Probenvorbereitung mit den bereits kommerziell verfügba-
ren LoC-Assays „Xpert® BCR-ABL Monitor“ und „Xpert® BCR-ABL Ultra“ der Firma
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Cepheid. Bei beiden LoC-Assays von Cepheid beträgt die Gesamtdauer der Probenvor-
bereitung ebenfalls ca. 20–30min und die Hands-on-time <5min [38, 39]. Ein Vorteil
des hier etablierten LoC-Assays für die CML gegenüber den Assays der Firma Cepheid
ist die Möglichkeit zur Vorlagerung der benötigten Puffer in der LoC-Kartusche. Beim
„Xpert® BCR-ABL Monitor“-Protokoll müssen die benötigten Puffer dagegen vom Be-
nutzer manuell in die Kartusche eingefüllt werden [39, 81]. Ein Unterschied des hier
entwickelten LoC-Assays besteht auch in der Größe des möglichen Probenvolumens von
500 µL. Der „Xpert® BCR-ABL Monitor“ verwendet ein Blutvolumen von 200 µL, wohin-
gegen die Weiterentwicklung der „Xpert® BCR-ABL Ultra“ bereits ein Probenvolumen
von 4mL einsetzt, um eine höhere Sensitivität zu erreichen. Im manuell durchgeführten
Protokoll reichten 500 µL Blutvolumen in der vorliegenden Arbeit aus, um die gefor-
derte Sensitivität zu erreichen. Daraus lässt sich schließen, dass durch Optimierungen
des LoC-Assays dieses Probenvolumen ebenfalls ausreichen könnte. Um die Robustheit
bei niedrigen Transkriptleveln zu gewährleisten, könnte ebenfalls eine nested PCR, wie
beim Xpert BCR-ABL Monitor [123], integriert werden. Ein Vorteil in der manuellen
Durchführung der selektiven Blutlyse besteht in der Unabhängigkeit des einzusetzen-
den Probenvolumens, wodurch das Blutvolumen einfach angepasst werden kann. In den
klinischen Richtlinien zum Monitoring der CML werden 10–20mL Blut empfohlen [25].
Durch die manuelle selektive Blutlyse kann das Probenvolumen beispielsweise in Abhän-
gigkeit von der Leukozytenzahl im späteren LoC-Assay angepasst werden, um so immer
eine konstante und ausreichende Menge an Leukozyten im Assay zu gewährleisten und
die geforderte Sensitivität zu erreichen.
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4.3.1 Evaluierung mit dem Zellkulturmodell
Das etablierte Silika-basierte Aufreinigungsprotokoll mit selektiver Blutlyse und der
anschließenden Triplex-RT-qPCR für den CML-Nachweis wurde, sowohl im manuellen
Assay als auch im LoC-System, mit einem Probenmodell basierend auf Zellkulturverdün-
nungen in 500 µL Vollblut charakterisiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass es im
manuellen Assay möglich ist, mit dem etablierten CML-Nachweis > 10Leukämiezellen
(K-562) in 500 µL Vollblut (=4x106 Leukozyten) nachzuweisen. Dies entspricht somit ei-
ner Nachweisgrenze für die Zelllinie K-562 von einer positiven Leukämiezelle in 400.000
negativen Zellen. Damit ist die Sensitivität von einer positiven Leukämiezelle (meistens
K-562) in 100.000 Zellen, wie in der Literatur beschrieben [2, 123, 125], mit dem ge-
samten hier etablierten Protokoll grundsätzlich gegeben. Im Gegensatz dazu konnte im
LoC-Assay nur eine Verdünnung von 105 Leukämiezellen in 500µL Blut reproduzier-
bar nachgewiesen werden. Die reduzierte Sensitivität war jedoch zu erwarten, da durch
die verringerte RNA-Ausbeute bei der Aufreinigung und das nicht-optimale RT-qPCR-
Lyophilisat bereits bei den Einzelfunktionen und im LoC-Gesamtablauf mit gesundem
Blut Sensitivitätsverluste im Vergleich zum manuellen Assay erkennbar waren.
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4.3.2 Evaluierung mit Realproben
Vom Robert-Bosch-Krankenhaus wurden sechs CML-Patientenproben zur Verfügung
gestellt. Die Proben stammten von drei Patienten, wobei von Patient 1 drei Verlaufspro-
ben zur Verfügung standen. Um sowohl den etablierten manuellen Assay als auch den
LoC-Assay für den CML-Nachweis mit Patientenproben zu evaluieren, wurden alle Pati-
entenproben zusätzlich mit einem Referenzassay untersucht (QIAmp® RNA Blood Mini
Kit und ipsogen BCR-ABL1 Mbcr IS-MMR Kit (Qiagen)). Im Vergleich zum Referenz-
assay zeigte der in dieser Arbeite etablierte CML-Nachweis vergleichbare Ergebnisse für
die Patientenprobe 1 mit den drei Verlaufsproben. Der einzige Unterschied bestand dar-
in, dass die ermittelten BCR-ABL1/ABL1%-Werte sich konstant um den Faktor 2–3 von
den Referenzwerten unterschieden. In der Literatur ist jedoch bereits beschrieben, dass
das Qiagen Kit die BCR-ABL1/ABL1%-Verhältnisse überschätzt [57]. Da der Qiagen
RT-PCR-Assay für den International Scale kalibriert ist, könnte man daraus theoretisch
einen Conversion factor für den eigens etablierten Assay ableiten, dieser müsste dann
dem zuvor genannten Faktor von 2–3 entsprechen. Würde man die Ergebnisse, obwohl
noch kein Conversion factor für den in dieser Arbeit entwickelten CML-Assay etabliert
wurde, nun mit dem International Scale vergleichen (siehe Kapitel 1.2.4 Abbildung 1.6),
würden alle Proben unter Therapie noch kein molekulares Ansprechen zeigen, da die er-
mittelten prozentualen Verhältnisse > 0,1 BCR-ABL1/ABL1% sind [49, 56]. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen des Qiagen Referenzassays, da auch hier bei keiner der vorlie-
genden Proben ein molekulares Ansprechen festgestellt werden konnte.
Für die Patientenproben 1 und 3 standen auch die prozentualen BCR-ABL1/GUSB-
Verhältnisse zur Verfügung. Auch hier zeigte sich ein deutlicher Unterschied (Patient
1 6%, Patient 3 8%). Auf Grund dessen, dass jeder Assay unterschiedliche prozentua-
le Verhältnisse lieferte, wurde nochmal deutlich, wie wichtig eine Standardisierung der
CML-Ergebnisse ist und dass eine fehlende Standardisierung mittels des Conversion fac-
tors zu einer deutlichen Abweichung der Ergebnisse führt [146, 147]. Dadurch, dass der
im Referenzkit „ispogen BCR-ABL Mbcr IS-MMR Kit“ enthaltene Calibrator auch im
eigens etablierten Triplex-RT-qPCR-Assay getestet wurde und dass das dabei bestimmte
BCR-ABL1/ABL1%-Verhältnis mit 0,15% vergleichbar mit Qiagen (0,18%) war, ist zu
vermuten, dass die Abweichung in den berechneten Verhältnissen durch die unterschiedli-
che Aufreinigung entstand. Eventuell werden hier Inhibitoren (Häm-Reste, Salze) eluiert,
die einen Einfluss auf die Triplex-RT-qPCR haben. Durch den Referenzvergleich konnte
gezeigt werden, dass durch die Entwicklung des LoC-kompatiblen Aufreinigungsproto-
kolls und der One-Step Multiplex-RT-qPCR bereits im manuellen Assay eine Reduktion
der Hands-on-time (Two-Step Singleplex-RT-qPCR vs. One-Step Multiplex-RT-qPCR),
sowie eine Reduktion der Time-to-result um ungefähr die Hälfte erreicht werden konnte.
Die reduzierten Zeiten des zeitintensiven manuellen Assays konnten zum einen durch die
Verkürzung des Aufreinigungsprotokolls und zum anderen durch die Optimierung des
One-Step Triplex-RT-qPCR-Ansatzes erreicht werden.
Neben der Evaluierung des manuellen Assays mit Realproben wurde der CML-Assay
auch im LoC-Gesamtablauf mit Realproben getestet. Für fast alle Proben konnte das
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Kontrollgen ABL1 nachgewiesen werden. Lediglich eine Probe führte nicht zu einem po-
sitiven Nachweis. Diese Probe wies auch im manuellen Assay einen hohen Ct-Wert auf,
was auf eine schlechtere Probenqualität hindeuten könnte.
Wie auf Grund der bisher noch nicht ausreichenden Sensitivität des LoC-Systems zu er-
warten war, konnte nicht bei allen klinischen Proben die klinische Vorcharakterisierung
reproduziert werden. Somit muss geschlussfolgert werden, dass der etablierte LoC-Assay
für die Diagnose einer CML und die Abschätzung eines ersten Therapieerfolges einsetz-
bar ist, jedoch noch nicht für ein weiteres Therapiemonitoring ausreicht, da die geforderte
Sensitivität noch nicht erreicht wurde. Der BCR-ABL1 -Nachweis im LoC-System lieferte
lediglich für drei der sechs Patientenproben ein positives Ergebnis für e14a2. Die Proben
der Patienten, welche noch nicht unter Therapie waren, lieferten bedingt durch die be-
sonders hohen Transkriptmengen zu diesem Zeitpunkt eine e14a2-Amplifikation. Ferner
lieferte noch eine Verlaufsprobe eines Patienten unter Therapie ein positives Ergebnis
für e14a2. Die Therapieverlaufsproben von Patient 1 waren im LoC-Assay im Gegensatz
zum manuellen Assay alle e14a2-negativ.
Eine Berechnung des prozentualen Verhältnisses von BCR-ABL1/ABL1 war im LoC-
Assay auf Grund der fehlenden Möglichkeit zur Quantifizierung und der Software-bedingt-
en Einschränkung zur Ermittlung des Ct-Wertes noch nicht möglich. Jedoch konnten die
Amplifikationskurven eines LoC-Assays und eines Referenzablaufes bereits gemeinsam
in einem Diagramm dargestellt werden. Dadurch konnte die Effizienz des LoC-Assays für
e14a2 und ABL1 im Vergleich zum manuellen Referenzablauf abgeschätzt werden. Bei
diesem Vergleich zeigte der LoC-Assay eine Erhöhung des Ct-Wertes um 4-5 Zyklen so-
wohl beim Nachweis der Fusionsvariante e14a2 als auch beim Nachweis des Kontrollgens
ABL1. Durch die reduzierte Effizienz und den daraus resultierenden Sensitivitätsverlust
kann somit auch der komplette Ausfall der Patientenproben 1.3 und die teilweise negati-
ven BCR-ABL1 -Nachweise für die Therapieverlaufsproben erklärt werden, obwohl diese
im etablierten manuellen Assay ein positives Ergebnis lieferten. Der Sensitivitätsverlust
war aus den vorherigen Versuchen zur Integration der Triplex-RT-qPCR und den Versu-
chen mit dem Zellkulturmodell zu erwarten gewesen und konnte somit reproduziert wer-
den. Höchstwahrscheinlich war auch hier die Reduktion der Sensitivität auf die Verluste
bei der RNA-Aufreinigung und die nicht optimale Effizienz der RT-qPCR mit dem „Cir-
rus Strips RNA“ Lyophilisat (Fluorogenics) im Multiplex-Ansatz zurückzuführen. Die
gleiche Beobachtung wurde bereits auch bei den LoC-Einzelfunktionen und im gesamten
LoC-Assay mit dem Probenmodell gemacht. Es ist bewusst, dass das Patientenkollektiv
klein war. Jedoch konnte dadurch bereits ein erster Einblick in die Prozessierung von Pa-
tientenproben mit dem etablierten LoC-Assay für den CML-Nachweis erhalten werden.
Für die spätere Anwendung des LoC-Assays zur Diagnose und des Monitorings bei der
CML muss vor der Entwicklung zur Marktreife eine Evaluierung und Validierung mit
einem größeren Probenkollektiv im Rahmen einer klinisch-überwachten Studie erfolgen.
Wird der hier etablierte LoC-basierte Test für CML mit dem bereits kommerziell erhält-
lichen LoC-Assay von Cepheid „Xpert® BCR-ABL Monitor oder Ultra“ verglichen, so
sind die Charakteristika bezüglich Hands-on-time und Time-to-result vergleichbar. Bei
beiden LoC-Anwendungen ist eine manuelle Probenvorbereitung notwendig, welche zu
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einer Hands-on-time von ca. 5min führt. Die Time-to-result beträgt bei beiden Assays ca.
2,5 h [148]. Der Hauptunterschied besteht im eingesetzten Blutvolumen. Beim “Xpert®
BCR-ABL Ultra“ werden 4mL Vollblut eingesetzt, dabei wird dieses in der manuellen
Probenvorbereitung lysiert und mehrfach verdünnt. Dadurch wird die Probenkomple-
xität bzw. -viskosität reduziert und potentielle Inhibitoren bereits vorab verdünnt. Bei
dem hier etablierten LoC-Assay werden hingegen 500 µL eingesetzt. Daraus werden die
Leukozyten durch selektive Blutlyse isoliert und vollständig in den LoC-Assay einge-
setzt. Möglicherweise kann durch ein erhöhtes Probenvolumen die Sensitivität des hier
etablierten CML-LoC-Assays erhöht werden. Ein Vorteil der externen selektiven Blut-
lyse ist die Flexibilität beim einzusetzenden Blutvolumen. So können beispielsweise die
Leukozyten vor dem Start des LoC-Assays gezählt werden und dadurch immer eine kon-
stante Anzahl an Leukozyten im Test eingesetzt werden. So konnte bereits bei den sechs
Patientenproben festgestellt werden, dass das Blutvolumen bei der Diagnose einer CML
auf 50 µL reduziert werden konnte. Bei einem LoC-Assay mit Gesamtblutlyse wäre dies
nicht umsetzbar, da die Volumina der Puffer jedes Mal im LoC-Programm dementspre-
chend angepasst werden müssten. Ein weiterer Faktor zur Erhöhung der Sensitivität im
LoC-System könnte der Einsatz einer nested PCR, wie im „Xpert® BCR-ABL Monitor“
verwendet, sein [123]. Dadurch würde die Probe voramplifiziert und somit die Sensitivi-
tät erhöht werden.
Ein Vorteil des etablierten LoC-Assays gegenüber dem LoC-Assay von Cepheid ist, dass
dieser sowohl für die differentielle Diagnose als auch für das Monitoring einsetzbar ist,
wohingegen der Cepheid-Assay nur für das Monitoring gedacht ist. Durch die differen-
tielle Diagnose kann eine mögliche prognostische Information aus der Probe erhalten
werden. So lässt die Information über die vorliegende Fusionsvariante eine Aussage über
das Ansprechen der Therapie zu [26, 27]. Prinzipiell ist die differentielle Diagnose einer
CML mit dem in dieser Arbeit entwickelten LoC-Assay möglich. Wie bereits zuvor be-
schrieben, muss für das Therapiemonitoring die Sensitivität des LoC-Assays, z.B. durch
Optimierung der Aufreinigungseffizienz oder des RT-qPCR Lyophilisates, noch deutlich
gesteigert werden, jedoch wurde die benötigte Sensitivität für das CML-Monitoring im
manuellen Assay bereits erreicht.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der etablierte CML-Assay sowohl in der manu-
ellen Durchführung als auch in der LoC-Plattform für die Prozessierung mit künstlichen
Proben als auch mit klinischen Proben erfolgreich eingesetzt werden konnte. Der manu-
elle Assay zeigte eine vergleichbare Sensitivität und eine verbesserte Durchführung im
Vergleich zum Referenzassay von Qiagen. Der LoC-Assay konnte ebenfalls erfolgreich
mit Realproben getestet werden und wies eine deutlich verkürzte Hands-on-time durch
die Automatisierung auf. Wie aus vorherigen Versuchen bereits vermutet werden konnte,
zeigte der LoC-Assay einen Sensitivitätsverlust, welcher Angriffspunkte für weitere Opti-
mierungen in Folgearbeiten bietet. Des Weiteren konnte die Arbeit auch kritische Punkte
am LoC-System identifizieren, wie z.B. Blasenbildung während der PCR oder die techni-
schen Herausforderungen bei der Integration der verschiedenen Aufreinigungsprotokolle,
an denen weiter gearbeitet wird.
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4.4 Fazit und Ausblick
In dieser Arbeit konnten drei LoC-kompatible Aufreinigungsprotokolle sowie eine LoC-
kompatible RT-qPCR zur differentiellen Diagnose und zum Monitoring der CML im
Singleplex- und Triplex-Ansatz entwickelt werden. Das Proof-of-principle zur Integra-
tionsfähigkeit dieses Assays in das LoC-System der Robert Bosch GmbH konnte für
jede Einzeloperation gezeigt werden. Des Weiteren konnte das Proof-of-principle eines
automatisierten Gesamtablaufes von der Silika-basierten RNA-Extraktion bis hin zur
Triplex-RT-qPCR mit Detektion gezeigt und mit Realproben im Vergleich zum manuel-
len Referenzassay von Qiagen evaluiert werden. Für den etablierten LoC-Assay konnte
somit gezeigt werden, dass er für die differentielle Diagnose einer CML geeignet ist. Für
den Einsatz im Monitoring müssen noch Optimierungen bezüglich der RNA-Ausbeuten
im LoC-Assay vorgenommen werden. Des Weiteren wurde die RT-qPCR mit einem nicht
ausreichend effizienten Mastermix-Lyophilisat durchgeführt. Daher würde ein geeigneter
Mastermix in Form eines Lyophilisates, der nicht zu einem Effizienzverlust führen würde,
ebenfalls zur Verbesserung der Sensitivität beitragen. Eine weitere Möglichkeit zur Ver-
besserung der Sensitivität wäre eine nested PCR zur Voramplifikation der RNA-Targets.
Dafür wäre eine Anpassung des Assays (weitere Primer/Sonden, zweites Lyophilisat) und
der mikrofluidischen Abläufe notwendig. Ein technischer Einflussfaktor für die Effizienz
und Sensitivität der LoC-PCR war die Bildung von Schaum oder sogar Luftblasen in
der LoC-Kartusche während der PCR. Durch einen stabileren Aufbauprozess soll dieser
Effekt in Zukunft weiter reduziert werden.
Ein weiterer Anknüpfungspunkt für Anschlussarbeiten wäre die automatisierte Auswer-
tung und Quantifizierung des etablierten LoC-Assays für die CML. Dies kann zum einen
mittels Batch-Kalibrierung und ∆Ct-Methode geschehen, wie es auch beim “GeneXpert®
BCR-ABL Assay“ von Cepheid umgesetzt wurde [149]. Zum anderen wurde in einer zeit-
gleich durchgeführten Doktorarbeit bei der Robert Bosch GmbH eine technische Weiter-
entwicklung der aktuellen LoC-Kartusche mit Hilfe eines mikrofluidischen qPCR-Arrays
entwickelt [109]. Dadurch wäre es möglich die etablierten CML-Singleplex-RT-qPCRs
und die dazugehörigen Standardgeraden zu integrieren. Dadurch wäre eine absolute
Quantifizierung der BCR-ABL1 -Fusionstranskripte und des Kontrollgens möglich.
Zum Einsatz des etablierten LoC-Assays im CML-Monitoring ist zudem eine Standardi-
sierung des Assays nach dem International scale mit einem CML-Referenzlabor und eine
anschließende klinische Evaluierung mit einem größerem Patientenkollektiv notwendig.
Durch das erfolgreiche Proof-of-principle des LoC-Gesamtablaufes für den CML-Nach-
weis sind auch Erweiterungen bezüglich des Multiplex-Grades denkbar. Zum einen kann
der zweite PCR-Strang in der LoC-Kartusche eingesetzt werden: z.B. wäre dann zweimal
ein 4-plex möglich oder es können weitere Targets integriert werden, welche sich nicht im
Multiplex vereinen lassen. Zum anderen könnten mit Hilfe des qPCR-Arrays beispielswei-
se weitere Fusionsvarianten integriert werden oder auch weitere atypische bzw. typische
Translokationen für die CML bzw. andere Leukämieformen in einem Hochmulitplex-
Ansatz in der Blutprobe nachgewiesen werden.
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Zusammengefasst bieten die in dieser Arbeit etablierten Systeme und Protokolle und
das Proof-of-principle zur LoC-Integration eine einfache und automatisierte Lösung zur
differentiellen Diagnostik von Leukämiepatienten mit dem Potential zur Ausweitung auf
das Monitoring und andere onkologische Fragestellungen, die im Blut auf RNA-Ebene
nachweisbar sind.
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Abkürzungsverzeichnis
Abkürzung Bedeutung
°C Grad Celsius
ABL1 Abelson
ALL Akute lymphatische Leukämie
BCR Breakpoint cluster region
β-ME β-Mercaptoethanol
bp Basenpaare
CCyR Zytogenetische Remission (complete cytogenetic re-
sponse)
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure (comple-
mentary desoxyribonucleic acid)
cp/µL Kopien/Mikroliter (copies/µL)
CF Conversion factor
CHR Hämatologische Remission (complete hematological
response)
CML Chronische myeloische Leukämie
CNL bzw. n-CML Chronische neutrophile Leukämie
Cq-Wert Cycle of quantification
Ct-Wert Cycle of threshold
∆ Delta
d.h. das heißt
DMSO Dimethylsulfoxid
dsDNA doppelsträngige DNA (double stranded)
DNA Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid)
DTT Dithiothreitol
E Elutionspuffer Elute
EAC Europe Against Cancer
E.coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraacetat
ELN European Leukemia Net
Fa. Firma
f.c. finale Konzentration (finale concentration)
FCS Fötales Kälberserum (fetal calf serum)
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
gDNA genomische DNA
Abkürzungsverzeichnis
ggf. gegebenenfalls
GuHCl Guanidniumhydrochlorid
GUSB beta-Glucuronidase
GuSCN Guanidiniumthiocyanat
h Stunde
IS International Scale
L Liter
lm/W Lumen pro Watt
LoC Lab-on-a-Chip
LoD Nachweisgrenze (Limit of Detection)
LSW Waschpuffer Low Salt Wash Buffer
M mol/L, Molarität, Stoffmengenkonzentration
M-bcr Major-bcr
m-bcr minor-bcr
µ-bcr micro-bcr
µM mikromolar
µTAS Micro Total Analysis System
min Minute
mL Milliliter
mM millimolar
MMR Molekulare Remission (Major molecular response)
MRD Minimale Resterkrankung (minimal residual disease)
mRNA messenger Ribonukleinsäure
n Anzahl an technischen Replikaten
n.b. nicht bekannt
NCCN National Comprehensive Cancer Network
NTC Negativkontrolle (No template control)
PBS Phosphatpuffer mit Salz (phosphate buffered saline)
PEG6000 Polyethylenglykol6000
Ph Philadelphia-Chromosom
PoC Point-of-Care
pü Überdruck
pv Vakkum bzw. Unterdruck
qPCR Quantitative Polymerasekettenreaktion
RBK Robert-Bosch-Krankenhaus
RIN RNA Integrity Number
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)
RT Reverse Transkription
RT-PCR Reverse-Transkription-Polymerasekettenreaktion
(reverse transcription polymerase chain reaction)
RT-qPCR Reverse-Transkription quantitative Polymeraseket-
tenreaktion
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Abkürzungsverzeichnis
s Sekunde
ssDNA einzelsträngige DNA (single stranded)
TKI Tyrosinkinaseinhibitor
U Enzymaktivität
v.a. vor allem
vgl. vergleichbar
(v/v)% Volumenprozent
WS Waschpuffer Wash Solution
(w/v)% Gewichtsprozent
z.B. zum Beispiel
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Anhang
A.1 Matlab
Matlab Programme zur Auswertung der Fluoreszenzaufnahmen bei der RT-qPCR im
LoC-System
1) Generierung der Daten aus den Bildern:
older=ls(’*Image*’);
files=ls(strcat(folder,’/*.tif*’));
numberOfFiles=size(files,1);
for i=1:numberOfFiles
image=imread(strcat(folder,’/’,files(i,:)));
Ai=image(210:410,480:700);
Bi=image(240:390,1240:1390);
FAM(i,1)=mean(mean(image(210:410,480:700)));
FAM(i,2)=mean(mean(image(240:390,1240:1390)));
end
save(’FAM’,’FAM’)
save(’A’,’A’)
save(’B’,’B’)
2) Erstellung der Amplifikationskurven:
load(’FAM’);
load(’A’);
load(’B’);
bg=3:18;
cFAM=FAM;
p=polyfit(bg,cFAM(bg,2)’,1);
cycle=1:50;
data(:,1)=cFAM(:,2)’-(cycle*p(1)+p(2));
data(:,1)=smooth(data(:,1));
figure(1)
hold on
plot(cycle,data(:,1),’LineWidth’,2)
Anhang
hold off
x = linspace(0,47);
y = linspace(-5,35);
grid off
xlabel(’cycle’)
ylabel(’Cy5 [a.u.]’)
legend(’e13a2’)
legend(’Location’,’northwest’)
set(gca,’LineWidth’,2,’FontSize’,12)
figure(2)
for i=1:50
subplot(5,10,i)
imshow(30*Ai)
end
figure(3)
for i=1:50
subplot(5,10,i)
imshow(30*Bi)
end
164
Anhang
A.2 Veröffentlichungen
Konferenzbeiträge:
S. Fischer, A. Detzer, K. Lemuth, S. Rupp, „A lab-on-a-chip capable reverse transcrip-
tion (RT)-qPCR for diagnosis and monitoring of chronic myeloid leukemia.“ Jahrestagung
der Deutschen, Österreichischen und Schweizerischen Gesellschaften für Hämatologie und
Medizinische Onkologie, Oncol Res Treat 2017;40(suppl 3); 1-168.
S. Fischer, A. Detzer, K. Lemuth, S. Rupp, „A fully automated lab-on-a-chip assay for
diagnosis of chronic myeloid leukemia and monitoring of treatment response.“ Molecular
Diganostics Europe, 2018.
Patentanmeldungen:
Maximierung der effektiven Filterfläche in einem 2,5-dimensionalen Lab on Chip Sys-
tem, Aktenzeichen 102018220898.0 eingereicht am 04.12.2018, Fischer, S.; Kassel, J.
Überschichtung von eingetrockneten Reagenzien zur Vorlagerung in mikrofluidischen
Systemen, Aktenzeichen 102018222847.7 eingereicht am 21.12.2018, Fischer, S.
165
Anhang
A.3 Eidesstattliche Erklärung
Ich erkläre hiermit, dass ich diese Dissertation selbstständig ohne Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Quellen und Hilfsmittel verfasst habe.
Alle den benutzten Quellen wörtlich oder sinngemäß entnommenen Stellen sind als sol-
che einzeln kenntlich gemacht. Diese Arbeit ist bislang keiner anderen Prüfungsbehörde
vorgelegt worden und auch nicht veröffentlicht worden. Ich bin mir bewusst, dass eine
falsche Erklärung rechtliche Folgen haben wird.
Renningen, den 29. Mai 2019
Stefanie Fischer
166
Anhang
A.4 Danksagung
Die vorliegende Arbeit wurde unter der Anleitung von Dr. Anke Detzer der Robert
Bosch GmbH in Renningen angefertigt. Daher gilt mein besonderer Dank Anke für die
ausgezeichnete Betreuung, Unterstützung und stete Bereitschaft zur Diskussion.
Für die Ermöglichung der Dissertation bei der Robert Bosch GmbH und das stete
Interesse an meiner Arbeit möchte ich Dr. Karin Lemuth und Dr. Jochen Hoffmann ein
großes Dankeschön zukommen lassen.
Herrn Prof. Dr. Steffen Rupp danke ich dafür, dass er diese Arbeit vor der naturwis-
senschaftlichen Fakultät der Universität Stuttgart vertreten hat und für die fachlichen
Unterstützung. Herrn Prof. Dr. Roland Kontermann danke ich für seine Bereitschaft zur
Teilnahme an der Prüfungskommission.
Ein großes Dankeschön geht an Eva Hoch, Sonja Küllmer, Tanja Maucher sowie an
alle Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen des Lab-on-a-Chip Projekts für das tolle Arbeits-
klima, die wissenschaftlichen und nicht-wissenschaftlichen Gespräche und dass ihr immer
ein offenes Ohr für mich hattet.
Für die technologische Unterstützung sowie die Geduld bei der Umsetzung meiner Kar-
tuschen-Sonderwünsche danke ich vor allem Julian Kassel als Kartuschenaufbauexperte.
Ein wertvoller Beitrag zu dieser Arbeit waren die Gespräche mit Prof. Dr. Walter
Aulitzky vom Robert Bosch Krankenhaus und die Bereitstellung von Patientenproben.
Vielen Dank dafür.
Meinen Studenten Katharina Wolf und Saskia Bertsch sowie den anderen Studenten,
die mich tatkräftig bei meinem Projekt unterstützt haben, möchte ich ebenfalls danken.
Der größte Dank gilt meiner Familie, die mir diese lange Ausbildung ermöglicht hat.
Sie hat mich stets unterstützt und somit einen wesentlichen Anteil am Erfolg dieser Ar-
beit. Außerdem möchte ich meinem Freund, Manuel Wagner, danken, dass er mich in
allen Phasen der Dissertation unterstützt und mir Kraft gegeben hat.
167
